Étude du rôle des lymphocytes T chez les receveurs pédiatriques de greffe de sang de cordon ombilical by Merindol, Natacha
Université de Montréal  
 
Étude du rôle des lymphocytes T chez les receveurs pédiatriques de 
greffe de sang de cordon ombilical. 
 
 par Natacha Mérindol   Département de microbiologie et immunologie Faculté de médecine    Thèse présenté à la Faculté des études supérieures en vue de l’obtention du grade de doctorat (Ph.D) en microbiologie et immunologie  Novembre 2011     © Natacha Mérindol, 2011 
Université de Montréal Faculté des études supérieures   Cette thèse intitulée :  
Étude du rôle des lymphocytes T chez les receveurs pédiatriques de 
greffe de sang de cordon ombilical.  présentée par : Natacha Mérindol     a été évaluée par un jury composé des personnes suivantes :      
Réjean Lapointe, président-rapporteur 
Hugo Soudeyns, directeur de recherche  
Nathalie Labrecque, membre du jury  
Pedro Romero, examinateur externe 
Jean-François Gauchat, représentant du doyen de la FES 
RÉSUMÉ 
La transplantation de sang de cordon ombilical (TSCO) est utilisée pour traiter les enfants atteints de maladies hématologiques en l’absence de donneurs apparentés compatibles. Elle est associée avec des risques plus élevés d’échec de greffe et d’infections opportunistes dans les premiers mois qui suivent la transplantation en comparaison avec une greffe de moelle osseuse. Par contre, la TSCO comporte un risque plus faible de maladie du greffon contre l’hôte et une incidence comparable de rechute de leucémie. Ces quatre complications impliquent directement les lymphocytes T. Dans le but de mieux comprendre le schéma particulier des évènements qui suivent la TSCO et d’améliorer le pronostic des patients, nous avons étudié le potentiel fonctionnel, la persistance et la reconstitution antivirale des lymphocytes T au sein d’un groupe d’enfants transplantés de sang de cordon ombilical (SCO). Étant donné que le SCO contient une majorité de lymphocytes T naïfs, nous avons étudié les lymphocytes T spécifiques au HLA-A2:Melan-A26-35 A27L; seul répertoire naïf et abondant caractérisé chez l’homme. Nous avons observé que les lymphocytes T du SCO se différencient en populations effectrices, s’oligoclonalisent, produisent de l’IFN-γ et lysent spécifiquement leur cible suite à la stimulation. Néanmoins, ces cellules produisent moins d’IFN-γ et sont moins bifonctionnelles que leurs homologues issus du sang périphérique d’adultes. Chez les patients, les lymphocytes T du SCO s’épuisent après la TSCO : ils s’oligoclonalisent dramatiquement, sont principalement en différenciation terminale, et une importante fréquence exprime PD-1 (« programmed death-1 ») dans les 3 à 6 premiers mois post-greffe. Très peu de patients sont capables de développer des réponses antivirales durant cette période et la fréquence de lymphocytes T qui expriment PD-1 semble aussi avoir un impact sur le risque subséquent de faire une rechute de leucémie. La deuxième vague de lymphocytes T émergeant à 6 mois post-TSCO mène à une population fonctionnelle et diversifiée. En conclusion, la fonctionnalité des lymphocytes T présents dans les 3 à 6 premiers mois post-TSCO doit être rétablie pour améliorer les risques d’infections opportunistes et de rechute de leucémie.   
Mots clés : Greffe de sang de cordon ombilical, leucémie, lymphocytes T, Melan-A, PD-1. 
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ABSTRACT 
Umbilical cord blood (UCB) is increasingly used as a source of hematopoietic progenitor cells to treat a variety of disorders in children. UCB transplantation (UCBT) is associated with a reduced incidence of graft-versus-host disease, a robust graft-versus-leukemia effect, more frequent graft failures and a higher incidence of opportunistic infections (OI) compared to bone marrow transplantation; four processes in which donor-derived T lymphocytes are known to be predominantly involved. UCB T cells are mostly naïve. To examine the differential functionality of UCB T cells, CD8+ T cells specific for the melanoma-associated HLA-A2-restricted Melan-A26-35 A27L peptide were isolated from UCB and UCBT recipients, as it represents an abundant preimmune repertoire in human. Following in vitro stimulation, UCB T cells proliferated, oligoclonalized, acquired cell surface markers reflective of effector/memory differentiation, expressed cytolytic activity and produced IFN-γ. While functional properties of UCB T cells resembled their counterparts in adult peripheral blood, they were more likely to reach terminal differentiation following stimulation, produced less IFN-γ and were less frequently bifunctional (IFN-γ and cytolysis). Following UCBT, T cells became exhausted: they oligoclonalized dramatically, exhibited a terminal differentiation phenotype and a high frequency also expressed PD-1 (“ programmed death 1 ”) in the first 3-6 months post-UCBT. Moreover, very few patients developed an antiviral response during this period. Finally, the frequency of PD-1+ CD8+ T cells was significantly higher in subjects who subsequently experienced leukemic relapse. A second wave of T cells emerging at 6 months post-UCBT was observed and characterized by an increase in the repertoire diversity till 1 year, the development of a naïve population with polyfunctional potential and the progressive reconstitution of antiviral responses. This study reports to the biological properties of UCB-derived CD8+ T cells and provides a rationale for the characteristics of UCBT in terms of immune reconstitution and OI. These results also suggest that the first wave of CD8+ T cells in the first 3-6 months post-UCBT should be targeted in priority to improve both OI and leukemic relapse risks.  
Keywords: Umbilical cord blood transplantation, leukemia, T lymphocytes, Melan-A, PD-1. 
  III 
TABLE DES MATIÈRES 
Chapitre 1 : Introduction ........................................................................................... 1 
I- Fonction des lymphocytes T chez les individus immunocompétents .... 2 
I. 1. Mise en contexte .............................................................................................................................. 2 I. 1. 1. Les molécules du CMH ...................................................................................................................... 3 I. 1. 2. Le TCR et la diversité ......................................................................................................................... 6 
I. 2. Génération des lymphocytes T chez les individus sains ................................................... 8 I. 2. 1. La sélection β ........................................................................................................................................ 9 I. 2. 2. Sélection positive et reconnaissance du CMH ...................................................................... 10 I. 2. 3. Sélection négative et tolérance centrale ................................................................................. 10 
I. 3. Estimé de la diversité générée ................................................................................................ 13 
I. 4. Réactivité croisée et alloréactivité ........................................................................................ 15 
I. 5. La réponse des lymphocytes T ................................................................................................. 16 I. 5. 1. Phénotype des lymphocytes T CD8+ ........................................................................................ 16 I. 5. 2. La fonction .......................................................................................................................................... 19 I. 5. 3. L’épuisement des lymphocytes T .............................................................................................. 20 
II- La transplantation de cellules souches hématopoïétiques ................... 22 
II. 1. Greffe et conditionnement....................................................................................................... 22 
II. 2. L’allogreffe ..................................................................................................................................... 24 
II. 3. La transplantation de sang de cordon ombilical (TSCO) .............................................. 25 II. 3. 1. Avantages et inconvénients ....................................................................................................... 26 
  IV 
III- Propriétés des lymphocytes T du sang de cordon ombilical ............... 29 
III. 1. Fonctionnalité des lymphocytes T du SCO ....................................................................... 29 III. 1. 1. Répertoire préimmun ou immaturité? ................................................................................ 29 III. 1. 2. Réponse in vivo .............................................................................................................................. 32 III. 1. 3. Réponse alloréactive ................................................................................................................... 33 
IV- Rôles de lymphocytes T dans les complications suite à la TSCO ........ 34 
IV. 1. Prise et l’échec de la greffe ..................................................................................................... 34 
IV. 2. Reconstitution immunitaire .................................................................................................. 37 IV. 2. 1. Première vague de lymphocytes T CD8+ ............................................................................. 38 IV. 2. 2. Deuxième vague de lymphocytes T CD8+ ............................................................................ 40 
IV. 2. le contrôle des infections ....................................................................................................... 42 IV. 3. 1. Les infections à CMV .................................................................................................................... 43 IV. 3. 2. Les infections à VZV ..................................................................................................................... 45 IV. 3. 3 Immunité antivirale post-TSCO................................................................................................ 47 
IV. 4. La GvHD ......................................................................................................................................... 49 
IV. 5. La rechute de leucémie et le GvL .......................................................................................... 52 
V- Problématique ...................................................................................................... 55 
V. 1. Modèle d’étude : les lymphocytes T spécifiques à Melan-A ......................................... 55 
VI- Objectifs ................................................................................................................. 59 
VII- Hypothèses .......................................................................................................... 60  
Chapitre 2 ..................................................................................................................... 61 
  V 
ABSTRACT ............................................................................................................................................... 63 
INTRODUCTION ..................................................................................................................................... 64 
MATERIALS AND METHODS .............................................................................................................. 66 
RESULTS ................................................................................................................................................... 70 
DISCUSSION ............................................................................................................................................. 78 
ACKNOWLEDGEMENTS ....................................................................................................................... 84 
DISCLOSURES ......................................................................................................................................... 84 
REFERENCES ........................................................................................................................................... 84 
LEGENDS TO FIGURES ......................................................................................................................... 93 
FIGURES ................................................................................................................................................... 99  
Chapitre 3 ................................................................................................................... 108 
ABSTRACT ............................................................................................................................................. 110 
INTRODUCTION ................................................................................................................................... 111 
PATIENTS, MATERIALS, AND METHODS .................................................................................... 113 
RESULTS ................................................................................................................................................. 117 
DISCUSSION ........................................................................................................................................... 123 
ACKNOWLEDGEMENTS ..................................................................................................................... 128 
AUTHOR CONTRIBUTIONS .............................................................................................................. 128 
REFERENCES ......................................................................................................................................... 128 
  VI 
FIGURE LEGENDS ................................................................................................................................ 135 
SUPPLEMENTAL FIGURE LEGENDS ............................................................................................... 138 
FIGURES ................................................................................................................................................. 142 
 
Chapitre 4 ................................................................................................................... 154 
INTRODUCTION ................................................................................................................................... 157 
MATERIALS AND METHODS ............................................................................................................ 160 
RESULTS ................................................................................................................................................. 164 
DISCUSSION ........................................................................................................................................... 172 
ACKNOWLEDGEMENTS ..................................................................................................................... 177 
REFERENCES ......................................................................................................................................... 178 
FIGURE LEGENDS ................................................................................................................................ 188  
Chapitre 5 : Discussion .......................................................................................... 195 
I- L’expansion des lymphocytes T du SCO ....................................................... 196 
I. 1. Des caractéristiques fonctionnelles particulières ......................................................... 196 I. 1. 1. Rationalisation ............................................................................................................................... 198 I. 1. 2. Fonctionnalité en disparité HLA ............................................................................................. 199 
I. 2. Une population épuisée ........................................................................................................... 200 I. 2. 1. Interprétation ................................................................................................................................. 202 
  VII 
I. 3. Anergie, apoptose ou sénescence? ....................................................................................... 205 
I. 4. Les facteurs de risque de rechute ......................................................................................... 207 I. 4. 1. Mécanismes possibles ................................................................................................................. 210 
II- Deuxième vague de reconstitution .............................................................. 211 
III- Comment protéger des infections opportunistes et des rechutes? 214 
IV- Conclusion et perspectives ............................................................................ 218 
Références ................................................................................................................. 222 
 
Annexe ......................................................................................................................... 247 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  VIII 
LISTE DES FIGURES 
Chapitre 1  
Figure 1.1. Recombinaison de la chaine β et structure du TCR.  ......................................................... 8 
Figure 1.2. Reconstitution thymique : sélection positive et sélection négative ......................... 13 
Figure 1.3. Expression de différentes molécules en fonction de l’état de différenciation ..... 18 
Figure 1.4. Transplantation de cellules souches hématopoïétiques ............................................... 23 
Figure 1.5. Phases de reconstitution et risques infectieux suivant la transplantation de sang de cordon ombilical ......................................................................................................................... 37  
Figure 1.6. Reconstitution du compartiment lymphocytaire suivant la transplantation de SCO ......................................................................................................................................................... 39 
Figure 1.7. Bases moléculaires et cellulaires des GvHD aigüe et chronique ................................ 51 
Figure 1.8. Prévention de la rechute de leucémie suivant une transplantation de sang de cordon ombilical ............................................................................................................................... 54 
Figure 9. Comparaison entre les répertoires de lymphocytes T spécifiques à Melan-A et spécifiques au virus de l’influenza ............................................................................................ 59 
 
Chapitre 2 
Figure 2.1. A2/Melan-A+ T cells are detectable in umbilical cord blood and adult blood samples................................................................................................................................................. 99 
  IX 
Figure 2.2. The repertoire of freshly isolated A2/Melan-A+ CD8+ T cells is diversified in HLA-A2+ and HLA-A2- umbilical cord blood samples. ................................................... 100 
Figure 2.3. A2/Melan-A+ CD8+ T cells derived from umbilical cord blood proliferate following stimulation with cognate peptide..  ................................................................... 101  
Figure 2.4. Oligoclonalization of the A2/Melan-A+ CD8+ T cell subset following cognate peptide stimulation in umbilical cord blood samples.................................................... 102 
Figure 2.5. Phenotypic analysis of A2/Melan-A+ CD8+ T cells following stimulation with cognate peptide or polyclonal activation.. .......................................................................... 103 
Figure 2.6. Functional analysis of A2/Melan-A+ CD8+ T cells following stimulation with cognate peptide or polyclonal activation.. .......................................................................... 104 
Figure 2.7. Polyfunctional characteristics of A2/Melan-A+ CD8+ T cell microcultures derived from umbilical cord blood or adult blood following polyclonal activation. ......... 105 
 
Chapitre 3 
Figure 3.1. Reconstitution of A2/Melan-A+CD8+ T cells following UCBT. .................................. 142 
Figure 3.2. Evolution of the T cell receptor β chain repertoire in A2/Melan-A+ CD8+ T cells   .............................................................................................................................................................. 143 
Figure 3.3. Phenotypic reconstitution of total CD8+ T cells and A2/Melan-A+ CD8+ T cells following UCBT. ............................................................................................................................. 144  
  X 
Figure 3.4. Polyfunctionality profile and cytolytic activity of A2/Melan-A+ CD8+ T cells following UCBT. ............................................................................................................................. 145 
Figure 3.5. Frequencies of PD-1+ CD8+ and PD-1+ CD4+ T cells following UCBT ..................... 146 
Figure 3.6. Association between PD-1 expression and leukemic relapse. .............................................................................................................................................................. 146 
Fig. 3.S1. Gating strategy.  .............................................................................................................................. 147 
Fig. 3.S2. Analysis of the TCR β chain repertoire in A2/Melan-A+ CD8+ T cells following UCBT. .................................................................................................................................................. 148 
Fig. 3.S3. Phenotypic reconstitution of total CD8+ T cells and A2/Melan-A+ CD8+ T cells following UCBT.. ............................................................................................................................ 149 
Fig. 3.S4. Representative dot plots and gating strategy for intracellular staining.................. 150 
Fig. 3.S5. PD-1 expression in CD8+ and CD4+ T cells following UCBT. ......................................... 151 
Fig. 3.S6. Phenotypic profiles of total CD8+ T cells in relapsers and non-relapsers following UCBT. ................................................................................................................................................. .152 
 
Chapitre 4 
Figure 4.1. CD8+ and CD4+ T lymphocytes reconstitution ................................................................ 192  
Figure 4.2. CMV-specific T cell reconstitution. ....................................................................................... 192 
  XI 
Figure 4.3. Six different cases of CMV-specific IFN-γ production (line in black) and CD3+ T cell (line in red) reconstitution ............................................................................................... 193 
Figure 4.4. VZV-specific T cell reconstitution ........................................................................................ 194 
Figure 4.5. Ten representative cases of VZV-specific immunity reconstitution. .................... 194 
 
Chapitre 5 
Figure 5.1. Modèle de reconstitution des lymphocytes T CD8+ suivant la transplantation de sang de cordon ombilical ........................................................................................................... 211  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  XII 
LISTE DES TABLEAUX 
Chapitre 1 
Tableau 1.1. Avantages et inconvénients de la TSCO comparativement à la TMO. .................. 28 
Tableau 1.2. Propriétés des cellules T du sang de cordon ombilical comparativement à leurs homologues du sang périphérique adulte. .......................................................... 33 
 
Chapitre 2 
Table 2.1. Umbilical cord blood samples characteristics.................................................................. 106 
  
Chapitre 3 
Table 3.1. Clinical characteristics of transplanted patients ................................................................... 141 
 
Chapitre 4 
Table 4.1. Patients characteristics ................................................................................................................. 185 
Table 4.2. Association between IFN-γ response (SFU) against CMV or VZV with CD3, CD4 and CD8 absolute counts and naïve T cells frequency ............................................ 186 
Table 4.3. Comparison between VZV-specific IFNγ and IgG production .................................... 187 
  XIII 
Table 4.S1. CMV-specific cell-mediated immune responses, DNAemia and serological status in study subjects ...................................................................................................................... 190 
Table 4.S2. VZV-specific cell-mediated immune responses, incidence of zoster, prophylaxis, and serological status in study subjects ........................................................................ 191 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  XIV 
LISTE DES ABRÉVIATIONS 
AgmH  antigène mineur d’histocompatibilité  ATG anti-thymocyte globulin BCIP/NBT  5-Bromo-4-Chloro-3-Indoxyl Phosphate et Nitro Blue Tetrazolium 
Chloride CDR complementarity determining region  CEp cellule épithéliale CM centrale mémoire CMH  complexe majeur d’histocompatibilité  CMH-p  complexe CMH-peptide CMV  cytomegalovirus CPA  cellule présentatrice d’antigène CSH  cellule souche hématopoïétique CTLA-4  cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 DC  dendritic cells DMSO  diméthylsulfoxyde DN  thymocyte double négatif CD4- CD8- DP  thymocyte double positif CD4+ CD8+ EBV  Epstein-Barr virus EH  expansion homéostatique ELISpot enzyme-linked immunosorbent spot EM  effecteur mémoire EMRA  effecteur en différenciation terminale gp  glycoprotéine GvHD  graft-versus-host disease GvL  graft-versus-leukemia HHV  human herpes virus 
  XV 
HLA  human leukocyte antigen  HSV-1/-2 herpes simplex virus type 1/type 2 ICAM-1 intercellular adhesion molecule 1  IFN-γ  interféron-gamma Ig  immunoglobuline IL  interleukine IO  infections opportunistes LAG-3  lymphocyte-activation gene 3 (CD223) LAL  leucémie aigüe lymphoblastique LANL  leucémie aigüe non-lymphoblastique LFA-1  lymphocyte function associated antigen 1 LT  lymphocyte T PBMC  peripheral-blood mononuclear cell PD-1  programmed death 1 PD-L  programmed death 1 ligand Pfu  Plaque-forming unit Melan-A melanocyte antigen MART-1 melanoma antigen recognized by T-cells MIC  MHC class I chain-related gene MIP  macrophage inflammatory proteins MO  moelle osseuse NFAT  nuclear factor of activated T cells NIMA  non-inherited maternal antigen NMDP  national marrow donor program  NK  natural killer NPH  névralgies post-herpétiques SA  sang périphérique adulte SCID  severe combined immunodeficiency 
  XVI 
SCO  sang de cordon ombilical TCSH  transplantation de cellules souches hématopoïétiques TCR  T cell receptor TGF  tumour growth factor  TH   T helper (lymphocyte T auxiliaire) TC  T CD8+  TIM3  T-cell immunoglobulin domain and mucin domain 3 TMO  transplantation de moelle osseuse TNF  tumor necrosis factor TREC  T-cell receptor excision circle Treg  T régulatrice TSCO  transplantation de sang de cordon ombilical VHC  virus de l’hépatite C VIH  virus de l’immunodéficience humaine VZV  varicella-zoster virus 
 
 
 
 
 
 
 
  XVII 
REMERCIEMENTS 
Pour commencer, je tiens à remercier mon directeur de stages, de maîtrise et de thèse, Dr Hugo Soudeyns, qui m’a énormément appris durant ces 7 ans et m’a toujours encouragée à poursuivre mes projets. Dr Soudeyns m’a aussi donné la liberté de tester les hypothèses que j’émettais, me permettant de développer mon intérêt pour la recherche, et surtout pour la découverte. J’ai beaucoup apprécié la diversité, la qualité et l’originalité de ses projets.  
Je souhaite remercier les membres du jury de mon comité de thèse de sacrifier une partie de leur temps précieux pour décortiquer ces 300 pages. En particulier, je voudrais remercier Dr Nathalie Labrecque pour son aide et ses conseils lors de mon comité aviseur de fin de doctorat. Je voudrais remercier Dr Réjean Lapointe aussi de nous avoir prêté son lecteur de plaques ELISpot. Je voudrais remercier pour ces conseils, Dr Claude Perreault qui a pris le temps de suivre mon évolution et mes projets depuis mon premier comité aviseur. Finalement, je voudrais remercier Dr Pedro Romero de me faire le grand honneur de lire ma thèse, et pour son travail, parce que ses articles ont souvent été à la base de mes réflexions et de mes connaissances sur le répertoire de lymphocytes T spécifiques à Melan-A et sur les lymphocytes T CD8+ en général. 
Je voudrais remercier tous les membres passés et présents du laboratoire, en particulier Martine Caty, Doris G. Ransy, Dr B. Sandra Akouamba, Anne-Julie Grenier, Insaf Salem, Dr Armelle Le Campion, Réginald Rénoüs, Mathieu Quesnel-Vallières, Stéphanie Lamarche, Ariane Larouche, Amélie Pagliuzza, Fallah Chit et Élyse Jolette de m’avoir fait évoluer dans un environnement enrichissant et joyeux et pour tous leurs conseils.  
Je voudrais remercier Martine Caty pour toute son aide depuis 7 ans. Martine est le pilier du laboratoire, et est toujours prête à aider tout le monde. Je voudrais mentionner 
  XVIII 
spécialement Doris G. Ransy pour son soutien permanent et son amitié dans cette épreuve que nous avons vécu ensemble. Je voudrais aussi la remercier pour son apport intellectuel et son aide technique dans mes projets de doctorat. Je tiens également à souligner la participation d’Anne-Julie Grenier et d’Insaf Salem dans certains projets de mon doctorat. 
Je remercie sincèrement Elodie Rance dans le laboratoire du Dr Carolina Alfieri, d’avoir pris le temps de me montrer des techniques que je ne connaissais pas et aussi de lire une bonne partie de ma thèse pour me donner ses commentaires très judicieux. Je la remercie également pour son amitié et son soutien. 
Je remercie tous les membres du GRETISC (groupe de recherche en transplantation et immunologie du sang de cordon) pour leur passion, leur intérêt et leurs conseils lors de nos réunions. Particulièrement, Dr Françoise Le Deist qui était sur mes comités aviseurs et de mon examen pré-doctorale, et avec qui nous collaborons. Ses conseils m’ont été précieux pour mes projets, mes articles et aussi pour rédiger les demandes de bourse post-doctorales. Je remercie le Dr Michel Duval, qui a toujours répondu présent à mes nombreuses questions. Je le remercie aussi pour son esprit d’ouverture et de collaboration qui donnent de la valeur humaine à nos projets. Je remercie aussi Dr Martin Champagne pour son aide et ses conseils. Je remercie Dr Philippe Ovetchkine pour tout son temps et toute son aide concernant les traitements antiviraux des patients. Je remercie Dr Eli Haddad et Arnaud Duval pour leur esprit de collaboration, et aussi de pousser la réflexion lors des réunions du GRETISC et de nos conversations. Je remercie Dr Carolina Alfieri d’avoir toujours pris le temps de répondre à mes questions sur le schéma du suivi des patients et du traitement contre le CMV. 
  XIX 
Je remercie Samira Mezziani pour les innombrables fois que je l’ai appelé à l’aide pour avoir des données sur les patients. Merci pour son aide, son temps précieux. Merci à Rose-Marie Brito pour les tris cellulaires sur le BD FACS ARIA et aussi pour sa collaboration. 
Je voudrais remercier Émily Charrier du laboratoire du Dr Michel Duval. Nous avons tellement travaillé ensemble que j’ai l’impression que nous étions dans le même laboratoire. Merci pour tous ces bons moments lors de nos week-ends passés à rédiger notre ambitieuse revue. Merci d’avoir toujours cherché un moyen de m’aider quand il me manquait des échantillons. Je remercie aussi Paulo Cordeiro et Dr Sabine Herblot pour leur collaboration et leur aide dans la rédaction des articles. 
Au sein du département de microbiologie et immunologie de l’Université de Montréal, je voudrais remercier Dr Jacques Thibodeau d’avoir pris le temps de présider mon examen pré-doctoral. Je remercie Serge Sénéchal pour ses nombreuses années de tri avec le FACS Vantage SE. Pour sa patience devant mon ignorance au début de ma maitrise, et surtout pour tous ces conseils en cytométrie tout le long de mon parcours. Je voudrais aussi remercier Dr Marc Drolet qui m’a permis de faire mon premier stage en laboratoire et m’a donné la piqûre de la recherche. 
Je voudrais remercier Sylvain Gimmig qui m’a énormément appris en cytométrie lorsqu’il travaillait au CHUM Saint-Luc. Je remercie Laurence Lejeune et Annie Gosselin pour leurs services sur l’ARIA II du CHUM Saint-Luc. 
Je remercie Dr Casian Yee et Dr Phil Greenberg au Fred Hutchinson Cancer Research Center à Seattle de nous avoir généreusement envoyé la lignée 221.A2 qui m’a servi tout au long de mon doctorat. 
 
  XX 
Finalement, je voudrais remercier les personnes sans qui je n’existerais pas: mes parents Béatrice et Olivier Mérindol pour leur soutien et leur aide. Ils m’appuient dans toutes mes épreuves et me poussent au progrès. Je voudrais aussi remercier mes sœurs Julie et Isabelle et mon frère Guillaume pour leur soutien. Je voudrais remercier ma « belle-famille », Pierre-Yves Châtillon, Louise Vaillancourt, Isabelle Châtillon, et tous les Châtillon et Vaillancourt que j’ai eu la chance de connaître, pour avoir été ma deuxième famille et m’avoir apporté tant de bons moments au cours de ces deux dernières années à la course. L’impression de la première version de cette thèse a été effectuée dans des conditions pittoresques dans une petite imprimerie d’un village en provence qui n’avait qu’une imprimante, un coupe papier et une vieille perforeuse rouillée et déréglée, pas de papier US letter non plus… Je dois donc les 5 blocs de ma première version à Dr Mark Angle et Dr Claude-Édouard Châtillon, qui au son des cigales, ont pris le temps de perforer 8 feuilles par 8 feuilles, les 1500 pages en souriant. 
Je remercie Claude-Édouard Châtillon d’avoir été mon plus grand soutien psychologique mais aussi pour tout son apport intellectuel; d’avoir pris le temps de me lire de nombreuses fois pour me donner des commentaires et des suggestions qui m’ont toujours permis de m’améliorer. 
 
 
 
 
 
  XXI 
CONTRIBUTIONS 
Article I (Chapitre 2) publié dans Journal of Immunology en juin 2010 (doi: 10.4049/jimmunol.090261): Umbilical cord blood T cells respond against the Melan-A/MART-1 tumor antigen and exhibit reduced alloreactivity as compared with adult blood-derived T cells. Merindol N, Grenier AJ, Caty M, Charrier E, Duval A, Duval M, Champagne MA, Soudeyns H.  
Dans ce premier article, j’ai entrepris, en accord avec mon directeur de thèse Hugo Soudeyns, d’étudier les unités de sang de cordon HLA-A2- en plus des unités HLA-A2+ prévues. J’ai effectué les décongélations des échantillons, toutes les experiences de marquage FACS, de tris par cytométrie en flux, de culture cellulaire, de test de cytotoxicité, et d’amplification de la chaine β du récepteur des cellules T, ainsi que 80% des tests d’ELISPots, sous la supervision de Dr Soudeyns. J’ai aussi effectué toutes les analyses et écrit l’article. Il a par la suite été corrigé par mon directeur de thèse qui avait designé l’étude. Les coauteurs ont aussi contribué à l’écriture de l’article. 
 
Article II (Chapitre 3) publié dans Blood en octobre 2011 (doi: 10.1182/blood-2011-04-349241) CD8+ T cell reconstitution in recipients of umbilical cord blood transplant and characteristics associated with leukemic relapse. Merindol N, Champagne MA, Duval M, Soudeyns H.  Dans ce deuxième article, en accord avec mon directeur de thèse, j’ai emis l’hypothèse de l’épuisement et décidé de regarder l’expression de PD-1 chez les patients greffés de sang de cordon ombilical. J’ai effectué toutes les expériences. J’ai aussi récolté les données des patients, analysé toutes les données et écrit l’article en collaboration avec mon directeur de thèse.  
  XXII 
 
Article III (Chapitre 4) : Reconstitution of protective immune responses against CMV and VZV does not require disease development in pediatric recipients of umbilical cord blood transplantation. Natacha Merindol, Insaf Salem Fourati, Rose-Marie Brito, Anne-Julie Grenier, Emily Charrier, Paulo Cordeiro, Martine Caty, Samira Mezziani, Brigitte Malette, Michel Duval, Carolina Alfieri, Philippe Ovetchkine, Françoise Le Deist,  and Hugo Soudeyns. Ce troisième article n’est pas encore soumis et recevra probablement d’autres corrections des coauteurs . J’ai entrepris d’étudier la réponse anti-CMV en observant que les infections à CMV, comme celles causées par VZV, étaient fréquentes et dangereuses suivant la transplantation de sang de cordon ombilical. J’ai effectué le phénotypage des lymphocytes T CD8+ pour tous les patients, 80% des ELISpots pour CMV et 50% de ceux sur VZV. J’ai récolté les données des patients et effectué toutes les analyses. J’ai aussi écrit cet article, toujours conjointement avec Dr Soudeyns. 
 
Article IV (Annexe) est une revue de la littérature publiée dans Journal of Leukocyte Biology en juillet 2011 (doi: 10.1189/jlb.0111007) Complementary and contrasting roles of NK cells and T cells in pediatric umbilical cord blood transplantation. Natacha Merindol, Émily Charrier, Michel Duval, Hugo Soudeyns. Cette revue a été écrite conjointement avec Dr Charrier. Nous avons aussi dessiné les figures. Cette revue a été également corrigée et écrite par Dr Soudeyns et révisée par Dr Michel Duval. 
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Chapitre 1 : Introduction       
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I- FONCTION DES LYMPHOCYTES T CHEZ LES INDIVIDUS IMMUNOCOMPÉTENTS I. 1. MISE EN CONTEXTE Il y a 5 millions d’années, alors qu’un ancêtre des vertébrés à mâchoires divergeait des poissons agnathes, il acquît la capacité de présenter des antigènes via les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) et de réarranger de manière somatique ses récepteurs antigéniques en utilisant les gènes activateurs de recombinase (RAG, « recombinase activating genes ») (Litman et al., 1999). Au cours du temps, le système immunitaire des vertébrés a évolué en un réseau extrêmement coordonné de cellules spécialisées dans la présentation antigénique, la production d’anticorps et la cytotoxicité. Aujourd’hui, le contrôle des pathogènes persistants chez l’homme dépend de l’immunité à médiation cellulaire à travers les lymphocytes T, et humorale à travers la production d’anticorps par les lymphocytes B. L’effet anti-pathogène des lymphocytes T passe par la production de cytokines, l’induction de l’apoptose et la cytolyse des cellules infectées. Les cellules T ont deux avantages principaux : une spécificité antigénique unique conférée par des récepteurs antigéniques T (TCR, «  T cell receptor ») singuliers à chaque cellule, et une mémoire immunitaire qui protège l’hôte contre les infections récurrentes. 
Les lymphocytes T se divisent en trois groupes en fonction de leur rôle : les lymphocytes T auxiliaires, les régulateurs et les cytotoxiques. Les lymphocytes T CD4+ auxiliaires ou «helper» (Th) sont séparés en 3 classes : a) les cellules Th1, productrices d’interferon-
γ (IFN-γ) et d’IL-2 qui stimulent l’immunité à médiation cellulaire ciblant les pathogènes intracellulaires; b) les Th2, productrices d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13, importantes pour aider les lymphocytes B à combattre les pathogènes extracellulaires; c) les Th17, productrices d’IL-17, d’IL-6, d’IL-1 et d’IL-23, qui ont un rôle pro-inflammatoire et potentiellement auto-
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immunitaire; et d) les cellules T auxiliaires folliculaires (Tfh) sont des cellules spécialisées importantes pour la formation des centres germinatifs et pour l’aide aux lymphocytes B (Crotty, 2011). Les cellules T CD4+ CD25+ FoxP3+ régulatrices (Treg) sont quant à elles productrices d’IL-10 et de TGF-β, des cytokines qui ont un effet anti-inflammatoire, elles sont aussi capables de tuer directement les lymphocytes T activés dans certaines circonstances. Les cellules Treg sont dites « naturelles », sous-type stable produit par le thymus, ou « acquises », sous-type moins stable dérivé de lymphocytes T CD4+ CD25- en périphérie suite à l’exposition à leur antigène (Bluestone et al., 2003). Finalement, les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques produisent de l’IFN-γ, du TNF-α (« tumor necrosis factor-
α »), de l’IL-2, du MIP-1α (« macrophage inflammatory protein »), des granzymes A, B et K, et de la perforine. Ils expriment aussi le ligand de Fas (Fas-L), appartenant à la famille du TNF à leur surface. Ces cellules peuvent lyser spécifiquement les cellules transformées ou infectées par des virus. La présence de tous ces sous-types de cellules T est essentielle pour obtenir un équilibre entre l’immunité antivirale, anti-tumorale et la tolérance au soi. Elles reconnaissent leurs cibles grâce à leurs TCR qui se lient de façon spécifique à des antigènes peptidiques présentés dans la niche des molécules CMH. 
 
I. 1. 1. LES MOLÉCULES DU CMH Les molécules encodées par les gènes du CMH sont une des fondations de la discrimination entre le soi et le non-soi chez les vertébrés. Ces protéines sont aussi la barrière principale des transplantations allogéniques. Leur fonction est de présenter les antigènes aux cellules du système immunitaire. Pour remplir cette fonction, le CMH a évolué en un complexe multigénique de gènes polymorphes (>400 allèles ont été répertoriés pour certains) situés 
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sur le chromosome 6 chez l’homme. La combinaison des allèles du CMH sur un chromosome d’un individu est appelé haplotype. Ils sont regroupés sous le nom de HLA (« human leucocyte antigens »). La majorité des individus est hétérozygote pour les loci du CMH qui se séparent en deux classes. Le CMH de classe I et le CMH de classe II encodent des récepteurs hétérodimériques avec des architectures similaires et sont composés de deux chaînes de polypeptides liées de manière non covalente (Bjorkman et al., 1987a; Bjorkman et al., 1987b; Falk et al., 1991). 
Le CMH de classe I se divisent en Ia et Ib. Le CMH Ib inclut les molécules dites non-classiques (HLA-E, -F, -G, -H) qui portent un polymorphisme limité et dont l’expression est souvent restreinte à certains tissus (Sullivan et al, 2006). Nous nous intéresserons ici plutôt au CMH Ia qui contient les molécules classiques du CMH (HLA-A, -B et –C), ubiquitaires et très polymorphiques (York et Rock, 1996). Les deux allèles de chaque locus sont exprimés de manière codominante. Ainsi, un individu peut exprimer jusqu’à 6 différentes molécules de classe Ia. Elles présentent les antigènes peptidiques aux lymphocytes T CD8+ (Pamer et Cresswell, 1998). Ces antigènes de 8-9 acides aminés sont générés par le protéasome à partir des protéines intracellulaires (Madden et al., 1991; Yewdell et Bennink, 2001) et transportés au réticulum endoplasmique par les transporteurs associés au traitement des antigènes (TAP, « transporter associated with antigen processing ») (Lankat-Buttgereit et Tampe, 2002). Les antigènes du milieu extracellulaire internalisés par endocytose ou phagocytose par les cellules présentatrices d’antigènes (CPA), en particulier les cellules dendritiques (DC, « dendritic cells »), peuvent aussi être traités par le protéasome et présentés par les molécules de classe I selon un mécanisme appelé présentation croisée (Amigorena et Savina, 2010; Houde et al., 2003).  
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La présentation antigénique aux cellules T CD4+ dépend des molécules de classe II. Elles sont des hétérodimères de chaines α et β, toutes deux encodées par le CMH (Kumanovics et al., 2003). Les molécules de classe II (HLA-DR, -DP, -DQ) sont exprimées constitutivement par les CPA (DC, macrophages, cellules B et l’épithélium thymique). Elles présentent des peptides de 13-17 acides aminés dérivés des antigènes internalisés par macropinocytose, phagocytose et internalisation de l’espace extracellulaire à travers des récepteurs. Les molécules de classe II présentent également des antigènes dérivés du milieu intracellulaire par autophagie (Paludan et al., 2005; Zhou et al., 2005). Le chargement du peptide dans la niche des molécules de classe II est régulé par des molécules non classiques de classe II : DM et DO (Alfonso et Karlsson, 2000). 
Pour les deux types de CMH, le site de liaison au peptide est un sillon composé d ‘un plancher de feuillets β à 7 brins et délimité par deux longues hélices (Madden et al., 1991; York et Rock, 1996). Un groupe de résidus polymorphiques à l’intérieur et autour du sillon de liaison fournit les variations requises dans la forme et dans les propriétés chimiques qui comptent pour les motifs de liaison spécifiques de peptides identifiés pour chaque allèle du CMH (Sadegh-Nasseri et al., 2010). Les extrémités du sillon de liaison du CMH I sont fermées. Les CMH I lient des peptides de longueurs de 8 à 9 résidus dans une conformation étendue avec les termini et les résidus ancrés enterrés dans les poches de spécificité qui diffèrent entre les  allèles (Madden et al., 1991). Ce mode de liaison laisse les chaines latérales du peptide pointant vers le haut pour des interactions directes avec le TCR. Des peptides de 10 acides aminés peuvent se lier soit par extension au C-terminal, soit par bourgeonnement hors du sillon de liaison après fixation conventionnelle des extrémités, amenant une surface additionnelle de reconnaissance par le TCR (Collins et al., 1994; 
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Madden et al., 1993). Le sillon de liaison du CMH II est ouvert et permet la liaison de peptides plus longs (Yaneva et al., 2010). 
 
I. 1. 2. LE TCR ET LA DIVERSITÉ Comme l’organisme ne peut pas prédire les antigènes dérivés des pathogènes qu’il rencontrera, le système immunitaire dépend de la génération et du maintien d’un répertoire diversifié de TCR. 
Les lymphocytes T présents en périphérie d’un individu sain sont une collection polyclonale de cellules très spécifiques. Ils sont capables de reconnaître un nombre d’antigènes immensément grand (Pantelouris, 1968). Leur TCR sont des hétérodimères exprimés à la surface cellulaire composés de deux chaines (α et β ou γ et δ) liées par un pont disulfure (Claverie et al., 1989; Davis et Bjorkman, 1988). Les TCR partagent une organisation de domaine et un mode de liaison similaires aux fragments Fab des immunoglobulines (Ig). Chaque chaîne du TCR est constituée d’un domaine variable et un domaine constant de type Ig, suivis d’un domaine transmembranaire et d’une courte queue cytoplasmique. Le TCR est formé par un réarrangement aléatoire et séquentiel de segments non contigus de gènes variables (V), de diversité (D), de jonction (J) et de la région constante (C) pour les chaînes β et δ, suivi du réarrangement des segments V, J et C pour les chaînes α et γ (Figure 1.1) au sein du thymus. Cette recombinaison arbitrée par la recombinase RAG mène à l’excision des segments de gènes se situant entre les deux jonctions. Ces segments d’ADN coupés sont par la suite circularisés et sont appelés cercles d’excision du récepteur de cellules T (TREC, « T cell receptor excision circle »). Un TREC est produit pour chaque chaîne réarrangée. À la jonction entre les segments de gènes, une diversité supplémentaire est produite grâce à 
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l’ajout de nucléotides non encodés de manière germinale par la polymérase ADN TdT (« terminal deoxynucleotidyl transferase »). La diversité du TCR est donc générée par 1) les jonctions imprécises des segments coupés, 2) l’addition de nucléotides supplémentaires par la machinerie de réparation de l’ADN, et 3) la combinaison des différents segments.  
Les TCR αβ produits lient les complexes CMH-peptide (CMH-p) à travers 3 régions hypervariables, appelées régions déterminantes de complémentarité (CDR « complementarity-determining regions », incluant CDR1, CDR2 et CDR3), présentes sur les domaines variables (Chothia et al., 1988; Davis et Bjorkman, 1988). La boucle de la CDR3 est particulièrement polymorphique et contient les jonctions entre les segments et la variabilité non-germinale. Elle joue un rôle dominant dans la reconnaissance du peptide. 
Le biais d’affinité du TCR pour le CMH est sujet à de nombreux débat. Il serait dû, entre autre, aux corécepteurs CD4 ou CD8 associés à Lck, qui est nécessaire pour induire le signal de survie. Des travaux récents démontrent aussi que les domaines CDR1 et CDR2 (conservés car issus de la région V qui est encodée de manière germinale) de tous les segments V des TCR sont capables de se lier aux molécules du CMH (Huseby et al., 2005). Il y aurait donc une spécificité génétique inhérente des TCR pour le CMH. 
L’éducation et la sélection des cellules T envers les CMH ont lieu dans différentes régions du thymus grâce à des interactions avec des cellules d’origines hématopoïétique et stromale. Deux processus, la sélection positive et la sélection négative, modélisent la diversité du répertoire des TCR portés par les cellules non auto-réactives relâchées en périphérie. 
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Figure 1.1 : Recombinaison de la chaine β et structure schématisée du TCR. Le TCR est unique parce qu’il est formé par des réarrangements aléatoires des segments de gènes V, D et J pour la chaine β suivis de V et J pour la chaine α conduits par la recombinase RAG au sein du thymus. Un degré additionnel de diversité est ajouté par la polymérase TdT qui ajoute des nucléotides non codés de manière germinale à la jonction des segments de gènes. 
 I. 2. GÉNÉRATION DES LYMPHOCYTES T CHEZ LES INDIVIDUS SAINS Les cellules T sont générées par millions chaque jour à partir de progéniteurs T dérivés des cellules souches hématopoïétiques (CSH) qui migrent périodiquement par le sang jusqu’au thymus à travers la jonction cortico-médullaire. Bien que de nombreux types de progéniteurs puissent générer des cellules T dans des conditions expérimentales, les résultats les plus récents favorisent un modèle dans lequel les colonisateurs thymiques physiologiques sont des cellules non engagées qui possèdent encore un potentiel myéloïde (Schlenner et al., 2010; Schlenner et Rodewald, 2010; Wada et al., 2008). Ils n’expriment ni 
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CD4, ni CD8 et sont appelés double-négatif (DN). Leur développement requiert des signaux des cellules stromales non-hématopoïétiques incluant des cellules épithéliales thymiques et des fibroblastes du mésenchyme. Leur différenciation est caractérisée par l’expression coordonnée et séquentielle de différentes protéines à la surface des thymocytes, incluant CD4, CD8, CD44 et CD25. Les ETP résident d’abord dans le cortex pour évoluer au stade DN1 (CD44+/CD25-) et DN2 (CD44+/CD25+) puis atteignent la zone subcapsulaire durant leur progression en DN3 (CD44-/CD25+). C’est à ce stade que les thymocytes subissent le réarrangement des chaînes γ, δ et β du TCR (Taghon et Rothenberg, 2008). 
 
I. 2. 1. LA SÉLECTION β  Au stade DN3, à cause des délétions et additions de nucléotides par les recombinaisons déclenchées par RAG, la majorité des réarrangements de la chaîne β sont non-productifs. Lors d’un réarrangement productif d’une chaîne β, son association avec le complexe CD3 et la chaine invariante du pré-TCRα permet de transmettre les signaux requis pour progresser vers l’étape suivante. En combinaison avec les signaux qui impliquent Notch1 et CXCR4, ils induisent la survie du thymocyte et enclenchent l’engagement vers la lignée αβ, l’expression des corécepteurs CD4 et CD8 et le réarrangement du locus TCR α (Janas et al., 2010; Maillard et al., 2006; Starr et al., 2003). Les double-positifs (DP) CD4+ CD8+ sont les premiers à exprimer des TCR αβ hétérodimériques à leur surface (Del Blanco et al., 2009). Par la suite, les thymocytes subissent une sélection positive et une sélection négative selon une séquence qui n’est pas encore tout à fait établie (Figure 1.2). 
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I. 2. 2. SÉLECTION POSITIVE ET RECONNAISSANCE DU CMH Le thymus a la capacité unique de développer des lymphocytes T tolérants au soi exprimant un vaste répertoire de TCR. C’est à travers leur spécificité antigénique dictée par leur récepteur que les lymphocytes T seront sélectionnés. Lorsqu’un précurseur DP exprime un TCR restreint au CMH de classe I ou II, il produit un signal qui entraîne la répression du gène RAG, la survie à long terme, la migration vers la medulla et la différenciation en cellule T mature (Wilkinson et al., 1995) (Figure 1.2). Parmi les cellules T CD4+ CD8+ qui produisent un TCR, seulement celles avec un TCR capable de se lier avec une affinité faible au complexe CMH-peptide (CMH-p) du soi (1-100µM) sur les cellules épithéliales corticales radio-résistantes du thymus reçoivent un signal de survie et passent la sélection positive (Starr et al., 2003). Le locus du TCRα est en réarrangement continuel tant que la sélection positive n’est pas complète. En théorie, l’exclusion allélique fait en sorte qu’une seule chaîne α productive par TCR puisse être produite. Les cellules qui ne reçoivent pas de signal de survie mourront par négligence. Ces processus permettent uniquement aux cellules avec un TCR fonctionnel de passer ce poste de contrôle. Cette petite fraction de cellules inhibera l’expression d’un de ces corécepteurs pour devenir CD4+ ou CD8+. La reconnaissance de faible affinité d’un complexe du soi CMHI :peptide résulte en la perte du CD4 et la rétention d’un CD8, et similairement la reconnaissance du soi CMHII :peptide mène à la formation de cellules T CD4+ (Singer et al., 2008).  
 
I. 2. 3. SÉLECTION NÉGATIVE ET TOLÉRANCE CENTRALE Alors que la sélection positive a pour but de sélectionner les lymphocytes T exprimant des TCR fonctionnels, la sélection négative modélise le répertoire préimmun en éliminant les 
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lymphocytes T auto-réactifs (Hogquist et al., 2005; Surh et Sprent, 1994). Le facteur de transcription AIRE (« auto-immune regulator ») induit l’expression ectopique des antigènes restreints aux tissus et organes par les cellules épithéliales thymiques de la medulla pour supprimer les cellules auto-réactives (Anderson et al., 2002; Huseby et al., 2005; Martins et al., 2008; Venanzi et al., 2008). Le syndrome polyglandulaire auto-immun de type I (APS-1; « type 1 autoimmune polyglandular syndrome »), aussi nommé APECED (auto-immunité multi-organe, « autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy ») est associé à des mutations dans le gène codant pour AIRE (Nagamine et al., 1997). Grâce à ce facteur de transcription, la sélection négative est un procédé très efficace qui élimine la majorité des lymphocytes T auto-réactifs, ce mécanisme est aussi appelé tolérance centrale. 
Au cours de cette étape cruciale, 95% des thymocytes exprimant un TCR de haute affinité pour les CMH-p du soi sont éliminés par apoptose (Scollay et al., 1980). Il est généralement admis que c’est l’affinité du TCR pour le complexe CMH-p qui détermine si le thymocyte subira la sélection positive ou négative, bien que de nombreuses questions persistent sur la manière dont le TCR règle cette situation. De nombreux thymocytes CD4+ CD8+ seraient éliminés à cause de la spécificité inhérente des TCR pour le CMH et les seules cellules qui survivent seraient celles avec des TCR qui contiennent des CDR3 interférant (de manière optimale mais pas excessive) avec la liaison CMH-CDR1/CDR2 (Jenkins et al., 2010; Marrack et al., 2008). Il a longtemps été suggéré que la sélection négative avait lieu à la suite de la sélection positive (Figure 1.2.A.). Cependant, certaines études ont démontré qu’il n’y avait pas d’obligation séquentielle: la sélection négative peut arriver avant ou après la sélection positive (Figure 1.2B.) (Baldwin et al., 1999; Ohashi et al., 1990; Spain et Berg, 1992). Il est probable que la majorité des thymocytes subit la sélection négative dans la medulla ou dans la jonction cortico-médullaire à cause de la présence importante des CPA qui expriment une 
  12 
variété d’antigènes du soi dans cette zone. Cependant, il n’est pas certain que les thymocytes restreints au CMH de classe I doivent subir la sélection négative préférentiellement dans la medulla (Palmer, 2003). 
Les cellules T qui survivent à la sélection thymique sortent du thymus et circulent dans le système sanguin et lymphatique. Elles constituent le répertoire préimmun jusqu’à l'activation par leur antigène. Même si la tolérance centrale est absolument nécessaire, elle n’est pas infaillible. Certaines cellules auto-réactives parviennent à s'échapper du thymus et circulent en périphérie. Ces cellules sont une menace importante contre différents organes puisque leur activation peut résulter en des maladies auto-immunitaires. D’autres mécanismes, regroupés sous le terme de tolérance périphérique, ont été mis en place par le système immunitaire pour prévenir l’activation de ces cellules. Entre autres, la présence des cellules Treg, la production d’IL-10, de TGF-β, et l’expression de certaines molécules régulatrices à la surface des lymphocytes T activés permettent de contrôler l’activation de ces cellules auto-immunes. 
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Figure 1.2: Reconstitution thymique, sélection positive et sélection négative. A. sélection séquentielle. Les cellules épithéliales du cortex sont les CPA qui arbitrent la sélection positive alors que la medulla contient les cellules épithéliales et les cellules dendritiques, CPA efficaces pour la délection négative. Pour cette raison la sélection positive a lieu dans le cortex alors que la délétion des thymocytes réactifs au soi a lieu principalement dans la medulla. B. Sélection non-séquentielle. Une hypothèse alternative propose qu’une partie de la sélection négative ait lieu au sein du cortex (Palmer, 2003).  
 I. 3. ESTIMATION DE LA DIVERSITÉ GÉNÉRÉE La taille et la diversité du répertoire de cellules T naïves sont cruciales dans le façonnage de la réponse immunitaire envers un antigène donné. Pour soutenir le répertoire, environ 108 cellules T pourraient être produites chaque jour (Goronzy et Weyand, 2005; Kimmig et al., 
  14 
2002). L’estimation théorique de la diversité est gigantesque : plus de 1015 TCR pourraient être produits (Davis et Bjorkman, 1988). Il est considéré que la sélection thymique limite la diversité du répertoire généré de 3 à 100 fois (Bouneaud et al., 2000; Ignatowicz et al., 1996; Tourne et al., 1995; Zerrahn et al., 1997). La limite supérieure théorique de la diversité serait donc plutôt de 1013 (Nikolich-Zugich et al., 2004). En fait, une souris contient 1-2 x 108 cellules T et un humain jusqu’à 1012 (Arstila et al., 1999). Il est reconnu qu’au moins certaines de ces cellules T expriment le même TCR à cause d’expansion homéostatique intrathymique ou post-thymique des cellules T naïves et des expansions conduites par l’antigène, donc le nombre de TCR est probablement inférieur à ce chiffre. Des estimations dérivées des techniques d’immunoscope prédisent que le répertoire de cellules T naïves humaines porte 2.5 x 107 TCR différents et celui des cellules mémoires, 100 fois moins (Arstila et al., 1999). Ainsi, il y a plusieurs ordres de magnitude de différence entre la diversité théorique et la diversité réelle des individus. Cette réserve énorme de diversité mène à des différences dans les répertoires TCR exprimés chez des individus génétiquement identiques.  
Ajouté à la diversité génétique, il est possible que certaines cellules T expriment deux TCR différents (avec deux différentes chaînes α s’assemblant avec la même chaîne β, à cause de défauts dans le processus d’exclusion allélique au TCR-α). La fréquence maximale de ces cellules pourraient atteindre 30% (Padovan et al., 1993; Petrie et al., 1993). Cependant, il est possible que la majorité des deuxièmes TCR de ces cellules ne fonctionnent pas correctement avec les molécules du CMH du soi et leur contribution à la diversité est discutable. 
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I. 4. RÉACTIVITÉ CROISÉE ET ALLORÉACTIVITÉ À la diversité des TCR produits, il faut aussi ajouter la diversité des antigènes qu’ils peuvent reconnaître. En effet, le nombre de TCR en périphérie ne reflètent pas le nombre d’antigènes reconnus. Un important degré de diversité est ajouté par la réactivité croisée : la capacité des TCR à reconnaître différents complexes CMH-p, tout en conservant une spécificité de reconnaissance suffisamment élevée pour que le répertoire puisse répondre au non-soi sans attaquer le soi (Mason, 1998; Regner, 2001; Zinkernagel, 2002). Certains proposent même que la réactivité croisée apporte autant de diversité à la reconnaissance antigénique que la diversité structurale du TCR (Mason, 1998). En réalité, l’apport de la réactivité croisé et ses limites dans la défense contre les pathogènes restent très mal compris.  
 
La réactivité croisée des TCR est aussi observée dans un contexte de disparité HLA: un TCR réactif à un complexe CMH-p du non-soi (Melenhorst et al., 2011). Ce phénomène est appelée alloréactivité. Selon les études, 1 à 10% des lymphocytes T reconnaissent et répondent aux CMH du non-soi (Sherman et Chattopadhyay, 1993). D’un point de vue structural, l’alloréactivité ne semble pas se distinguer du modèle de reconnaissance des TCR syngéniques (Housset et Malissen, 2003; Rudolph et al., 2001). L’alloréactivité est la raison moléculaire des réactions de rejets et de la maladie du greffon contre l’hôte suivant les transplantations de cellules souches hématopoïétiques allogéniques en incompatibilité partielle au niveau des HLA. Les associations TCR/CMH-p sélectionnés dans le thymus sont de faible affinité (1-100µM), créant des opportunités pour la réactivité croisée en périphérie. La sélection thymique ne peut pas sélectionner des TCR d’affinité substantiellement plus haute ou plus basse sinon trop peu émergeraient pour combattre le répertoire antigénique des microorganismes en perpétuel changement. Ainsi, l’alloréactivité 
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des TCR semble être une conséquence naturelle de la nécessité de balayer rapidement le répertoire de complexe CMH-p sur la surface cellulaire (Sherman et Chattopadhyay, 1993). 
 
 I. 5. LA RÉPONSE DES LYMPHOCYTES T 
I. 5. 1. PHÉNOTYPE DES LYMPHOCYTES T CD8+ Au degré de diversité porté par les TCR, s’ajoutent la diversité phénotypique et la diversité fonctionnelle des lymphocytes T. En effet, les lymphocytes T ont la capacité de se différencier en sous-populations distinctes regroupées en fonction de leur phénotype. En 2008, plusieurs experts de cytométrie se sont réunis pour établir un consensus phénotypique. Ils proposent la différenciation des lymphocytes T CD4+ et CD8+ en 4 populations : naïve, central-mémoire (CM), effecteur-mémoire (EM), effecteur terminaux (EMRA et EMRA-E) (Figure 1.3) (Appay et al., 2008). Les cellules T naïves, incluant le répertoire préimmun, sont définies par l’expression de CD45RA et des marqueurs de costimulation CD27 (de la famille du TNF) et CD28 (Dutton et al., 1998). Elles circulent continuellement du sang vers les organes lymphoïdes secondaires et des ganglions au sang via les vaisseaux lymphatiques grâce à l’expression additionnelle de CCR7 (récepteur de chimiokine) et de CD62L (molécule d’adhésion), jusqu’à rencontrer leur antigène présenté par une cellule dendritique mature dans un ganglion (Weinreich et Hogquist, 2008). Elles sont alors activées et se différencient en cellules CM (CD45RA- CCR7+ CD27+), EM (CD45RA- CCR7- CD27+), EMRA (CD45RA+ CCR7- CD27+) ou EMRA-E (CD45RA+ CCR7- CD27-) (Romero et al., 2007; Sallusto et al., 1999) (Figure 1.3). Les cinq sous-groupes de lymphocytes T jouent des rôles différents dans le contrôle des pathogènes et des cancers. Ce système de 
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différenciation permet de fournir à la fois des lymphocytes T CD8+ spécialisés dans le contrôle immédiat de l’infection grâce à leurs fonctions effectrices puissantes (EMRA et EMRA-E), et des lymphocytes T persistants qui assureront la protection lors de nouvelles infections (les CM). Après une première infection, les lymphocytes T CM demeurent dans les organes lymphoïdes secondaires et servent de précurseurs aux lymphocytes T effecteurs CCR7- (EM et EMRA) en cas de réinfection, ces derniers demeurent en périphérie (Lanzavecchia et Sallusto, 2005; Sallusto et al., 1999).  
Ainsi, le phénotype nous renseigne sur l’état de différenciation et d’activation des lymphocytes T. Néanmoins, il ne définit pas complètement le potentiel de réponse des lymphocytes T. 
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Figure 1.3 : Expression de différentes molécules en fonction de l’état de différenciation. IL : interkeukine, CCR7 : « C-C chemokine receptor type 7 », IL-7R : récepteur de l’IL-7 (CD127), PD-1 : « programmed death 1 » (CD279), IFN : Interferon, TNF : « tumor necrosis factor ». Figure adaptée de Appay et al., 2008 avec la permission de l’auteur.  
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I. 5. 2. LA FONCTION L’expression différentielle des récepteurs de surface reflète les besoins distincts de ces sous populations en termes de stimulation et de survie, ainsi que des fonctions effectrices et un potentiel de migration (aux ganglions ou aux tissus périphériques) spécifiques. L’affinité du TCR pour son antigène semble avoir une influence sur la différenciation phénotypique et fonctionnelle (Gerlach et al., 2010; Schmid et al., 2010). Cependant, sa contribution exacte ainsi que celle d’autres évènements indépendants ne sont pas claires. 
De manière générale, une série de fonctions est utilisée pour caractériser les cellules T CD4+ et CD8+ : la capacité proliférative, la production de cytokines et de chimiokines, et l’activité cytotoxique. Le dogme de la différenciation propose que plus un lymphocyte T est différencié, plus ses fonctions effectrices sont fortes, plus il a proliféré, moins il produit de l’IL-2 et moins ses télomères et sa durée de vie sont longs (Figure 1.3) (Appay et al., 2008). Traditionnellement, les fonctions effectrices des lymphocytes T CD8+ peuvent être évaluées par l’expression des granzymes, de la perforine et de l’IFN-γ ou bien par un test de cytolyse directe. La capacité proliférative est étudiée en mesurant les niveaux d’IL-2 ou en effectuant des tests de prolifération. 
Ces dernières années, le concept de qualité de la réponse T a émergé et se définit comme l'ensemble des molécules produites simultanément par chaque cellule. Elle s’ajoute au phénotype et à la fréquence des lymphocytes T antigène-spécifiques pour définir une réponse T « parfaite ». Plus un lymphocyte T exprime de fonctions différentes simultanément (polyfonctionnalité), plus la qualité de la réponse est grande, et plus il est efficace (Darrah et al., 2007; Harari et al., 2004). L’étude de la combinaison IFN-γ et IL-2 est la plus utilisée pour définir les populations T antigène-spécifiques polyfonctionnelles, bien 
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que la cytolyse soit l’arme la plus importante des lymphocytes T CD8+ in vivo (Pantaleo et Koup, 2004). Finalement, alors que seules les fonctions effectrices (IFN-γ et activité cytotoxique) sont essentielles au pic de l’infection, la polyfonctionnalité est primordiale pour le maintien de la mémoire et le contrôle des infections chroniques (Harari et al., 2006). 
 
I. 5. 3. L’ÉPUISEMENT DES LYMPHOCYTES T Au cours des dernières années, la notion d’épuisement clonal des lymphocytes T a émergée comme facteur clé de leur dysfonctionnement et de leur incapacité à contrôler des infections malgré des fréquences élevées d’effecteurs. Ces populations sont classiquement définies par l’expression de molécules de régulation, en particulier PD-1 (« programmed death-1 », CD279) de la famille du CD28/CTLA-4 (Figure 1.3). Le récepteur PD-1 a été découvert en 1992 en tant que gène surexprimé dans un hybridome de cellules T subissant la mort cellulaire (Ishida et al., 1992). Le rôle primordial de cette molécule fut révélé par la susceptibilité accrue à l’autoimmunité des souris Pdcd1-/- en 1999 (Nishimura et al., 1999; Nishimura et al., 2001). Chez l’homme, l’expression de PD-1 est augmentée à la surface des lymphocytes T activés de manière chronique (exemples des infections du virus de l’hépatite C (VHC) et du virus de l’immunodéficience humaine (VIH) et de la leucémie myéloïde chronique) (Day et al., 2006; Mumprecht et al., 2009). Suite à la liaison avec son ligand PD-L1 (B7-H1, CD274) ou PD-L2 (B7-DC; CD273), PD-1 prévient la réponse effectrice (particulièrement au niveau de la production de l’IFN-γ, du TNF-α et de l’IL-2), inhibe les facteurs de transcription GATA-3, Tbet et Eomes, et finalement perturbe la signalisation du TCR (Keir et al., 2008; Nurieva et al., 2006).  L’expression de PD-1 est aussi associé à des défauts de prolifération, de survie (inhibition de Bcl-xL) et à une sensibilité accrue à l’apoptose (Blackburn et al., 2008; Day et al., 2006; Petrovas et al., 2006). Les mécanismes 
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reliés à la délétion clonale des lymphocytes T épuisés commencent seulement à être expliqués. Chez la souris, il a été démontré que les lymphocytes T épuisés expriment plus faiblement la chaine β du récepteur de l’IL-2 et de l’IL-15 et le CD127 (récepteur de l’IL-7). Ils répondent faiblement à l’IL-7 et à l’IL-15 qui sont des cytokines clé de survie et de prolifération des cellules T naïves et mémoires (Bosco et al., 2005; Purton et al., 2007; Schluns et al., 2000; Tan et al., 2001; Tan et al., 2002). Chez l’homme, les lymphocytes T expriment de faibles niveaux de CD127 lors d’infections chroniques. Ces cellules, en plus d’inhiber Bcl-xL et d’être fortement susceptibles à l’apoptose, recevraient donc moins de signaux de survie. Ultimement, l’épuisement clonal a comme conséquence une baisse de diversité et la disparition progressive des cellules T stimulées chroniquement. De plus, l’absence de lymphocytes T CD4+ aggravent le phénotype d’exhaustion des lymphocytes T CD8+ (Virgin et al., 2009; Wherry, 2011).  
En plus de PD-1, il existe de nombreux récepteurs de surface inhibiteurs qui corégulent l’épuisement des cellules T. Les cellules T spécifiques aux virus lors des infections persistantes expriment également LAG-3, 2B4, CD160, TIM3 et CTLA-4 (« cytotoxic T lymphocyte associated antigen-4 »). LAG-3 est une molécule inhibitrice homologue à CD4 qui se lie au CMH de classe II. CTLA-4 est une molécule coinhibitrice très étudiée qui rivalise avec CD28 (molécule de costimulation) pour se lier à B7.1 (CD80) et B7.2 (CD86). Le TGF-β a aussi été lié à l’épuisement et la dysfonction de la cellule T dans le cas des infections au VIH et au VHC, bien que les mécanismes n’aient pas encore été résolus (Alatrakchi et al., 2007; Garba et al., 2002). 
L’épuisement est une caractéristique à part entière et s’ajoute aux phénotypes naïf, CM, EM et EMRA pour définir le potentiel d’une population de lymphocytes T. L’expression de PD-1 
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sur les lymphocytes T activés est essentielle pour contrôler les réponses immunitaires invasives mais peut aussi nuire à l’efficacité des réponses contre les infections persistantes. 
 
II- LA TRANSPLANTATION DE CELLULES SOUCHES HÉMATOPOÏÉTIQUES II. 1. GREFFE ET CONDITIONNEMENT La transplantation de cellules souches hématopoïétiques (TCSH) est utilisée pour traiter de nombreuses maladies hématologiques malignes et non malignes telles que les aplasies médullaires congénitales ou acquises, des anomalies innées du métabolisme, ainsi que des hémoglobinopathies et déficits immunitaires congénitaux (Barker et Wagner, 2003). Elle permet de remplacer le système hématopoïétique et immunitaire déficient ou malin (Figure 1.4). 
Avant d’effectuer une TCSH, il faut conditionner le receveur pour éliminer les cellules hématopoïétiques de la moelle osseuse (MO), supprimer les cellules tumorales et les cellules du système immunitaire (Figure 1.4). Ce processus permet de réduire au maximum la maladie résiduelle, de faire de la place dans les niches de la MO, de prévenir le rejet par les cellules immunitaires du receveur et de favoriser la prise de la greffe. Il existe deux types de conditionnement : le myéloablatif, fortement immunosuppresseur, et le non-myéloablatif, d’intensité réduite. Le choix du type de conditionnement dépendra du type de la maladie (maligne: souvent myéloablatif) et de l’âge du patient (>50 ans : souvent conditionnement réduit) (Laport et al., 2008; Sorror et al., 2005). Traditionnellement, les régimes myéloablatifs incluent de fortes doses de radiothérapie (1200 Grey fractionnés en 8 doses) ou du busulfan, ainsi que de la cyclophosphamide; alors que les régimes d’intensité 
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réduite incluent de faible dose de radiothérapie ou de la fludarabine. L’utilisation de la globuline anti-thymocyte (ATG, « anti-thymocyte globulin ») contribue à la déplétion des lymphocytes T du receveur. 
La greffe en elle-même consiste en une transfusion de CSH, qui migreront jusqu’à la MO grâce à des gradients de chimiokines telles que CXCL-12 (ou SDF-1, «stromal cell derived-factor 1»). Certaines de ces cellules se différencieront pour reconstituer les systèmes hématopoïétique et immunitaire (Copelan, 2006) (Figure 1.4). 
 
 
Transplantation 
de CSH
Chimiothérapie
Radiothérapie
Figure 1.4. Transplantation de cellules souches hématopoïétiques (CSH). Les cercles noirs et les cercles verts représentent les CSH et les lymphocytes T du receveur, présents avant la greffe. Les cercles blancs et les cercles rouges représentent les CSH et les lymphocytes T du donneur présents chez le receveur après la greffe. 
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 II. 2. L’ALLOGREFFE Les CSH peuvent provenir du patient lui-même (autogreffe) ou d’un individu sain (allogreffe). L’autogreffe est couramment utilisée chez les patients pédiatriques ayant une tumeur solide, telle un neuroblastome, et qui ont subi une chimiothérapie lourde ayant endommagé sévèrement leur système immunitaire (Grupp et al., 2000; Matthay et al., 1999). Dans le cas d’une allogreffe, communément utilisée pour les maladies hématologiques, le donneur peut être apparenté (membre de la famille) ou non-apparenté. Traditionnellement, le sang périphérique et la MO étaient les deux sources de cellules progénitrices utilisées en TCSH. Les CSH du sang périphérique sont prélevées par cytaphérèse après mobilisation par un facteur de croissance hématopoïétique, le G-CSF (« granulocyte-colony stimulating factor ») (Bensinger et al., 1995). La MO est prélevée sous anesthésie générale au niveau des crêtes iliaques postérieures (Bosi et Bartolozzi, 2010; Buckner et al., 1984; Lipton, 2003).  
La possibilité de transplanter un patient est déterminée par sa compatibilité avec le donneur, définie comme le partage de la majorité voire la totalité (haploidentiques) des gènes encodant les molécules du CMH sur le locus HLA. Malheureusement, seulement 30% des patients ont un donneur apparenté compatible. Pour les 70% restants, la recherche du greffon doit reposer sur le registre mondial des donneurs, ce qui peut prendre plus de 4 mois (Barker et Wagner, 2003). Durant cette période, la progression de la maladie et la toxicité du traitement peuvent mener à une détérioration du pronostic. Il était donc nécessaire de développer des traitements alternatifs.  
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II. 3. LA TRANSPLANTATION DE SANG DE CORDON OMBILICAL (TSCO) Longuement considéré comme un déchet biologique, le SCO est reconnu pour sa richesse en CSH depuis plus de 35 ans. En 1974, Knudtzon et al. ont rapporté que des cellules formant des colonies granulocytaires pouvaient se développer in vitro à partir du SCO (Knudtzon, 1974). Plusieurs années plus tard, Broxmeyer et al. ont établi qu’un SCO contenait un nombre suffisamment important de CSH pour être transplantable (Broxmeyer et al., 1989). La première TSCO était une allogreffe apparentée, complétée par le Dr Éliane Gluckman et son équipe en 1988 à l’hôpital Saint-Louis de Paris chez un enfant atteint d'une anémie de Fanconi, maladie génétique rare classifiée parmi les insuffisances médullaires héréditaires (Gluckman et al., 1989). 
Le SCO, et le sang placentaire (50 mL à 250 mL) sont recueillis après section du cordon suite à l’accouchement. Le sang peut être collecté alors que le placenta est encore dans l'utérus (in utero) ou après que le placenta ait été expulsé de l'utérus (ex utero) par prélèvement à travers la veine ombilicale. Le SCO est ensuite analysé pour déterminer la quantité de CSH, vérifier l’absence d’agents infectieux et génotyper pour connaître son HLA. Par la suite, le sang est traité pour éliminer en partie la fraction érythrocytaire, puis congelé en banques d’azote liquide. Les données cliniques concernant les greffons de SCO sont disponibles sur le registre mondial des donneurs (http://www.marrow.org/). Plus de 20 000 TSCO ont été rapportées dans le monde depuis 1989 et plus de 600 000 unités de SCO sont présentement conservées dans plus de 100 banques publiques et privées de SCO (Gluckman, 2011). En 2010, 1150 TSCO ont été supervisées par le «National Marrow Donnor Program» (NMDP), représentant 22% du nombre total de transplantations coordonnées par cet organisme et une augmentation de 9% par rapport à 2009 (http://www.marrow.org/). Les TSCO sont généralement non-apparentées parce que les échantillons de SCO sont conservés de 
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manière anonyme dans les banques publiques et que cette procédure est associée à une faible incidence de la GvHD, telle que discutée plus bas. Elles sont effectuées chez les patients pédiatriques lorsqu’un donneur compatible n’est pas disponible au sein de leur famille.  
 
II. 3. 1. AVANTAGES ET INCONVÉNIENTS La TSCO comporte plusieurs avantages comparativement à une transplantation de MO (TMO) (Tableau I). Son principal bénéfice est la faible incidence de la maladie du greffon contre l’hôte (« graft-versus-host disease », (GvHD)) comparativement à la TMO. La GvHD survient lorsque les lymphocytes T du donneur (greffon) reconnaissent et sont activés par les molécules du CMH exprimés par les tissus de l’hôte, entraînant une production subséquente de cytokines qui génèrent des réactions inflammatoires au niveau de la peau, du tractus gastro-intestinal et/ou du foie et dont la gravité peut varier (Przepiorka et al., 1995). Cette maladie est donc directement reliée au degré de disparité donneur-receveur au niveau du CMH. La possibilité de transplanter des SCO avec des compatibilités HLA moins élevées entre donneur et receveur permet d’aller chercher un plus grand nombre de donneurs. En conséquence, des unités de SCO éligibles peuvent être trouvées pour la quasi-totalité des sujets qui n’ont pas accès à un donneur de MO apparentée compatible. 
D’autres avantages de la TSCO comprennent également un risque quasi-nul de transmission d’infections virales du donneur au receveur, le sang de cordon n’étant que rarement contaminé par des virus latents (Gluckman et al., 1997; Rubinstein et al., 1998); l’amélioration de l’équilibre ethnique grâce à la conservation en banque des SCO plutôt que de dépendre de donneurs volontaires; et le délai plus court entre la décision de greffer et la 
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transplantation (Rubinstein et al., 1993; Wagner et al., 2006). De plus, les risques pour le donneur sont inexistants.  
La TSCO comporte néanmoins certains inconvénients (Tableau I). Premièrement, une unité de SCO contient 1 à 2 log10 de moins de cellules nucléées qu’une unité de MO et le nombre de progéniteurs hématopoïétiques est limité (Barker et Wagner, 2003). Pour cette raison, l’incidence de non-prise de greffe est plus importante (10-15% vs 2%) et la TSCO était initialement restreinte aux patients pédiatriques (<40-50 kg). Deuxièmement, la reconstitution myéloïde est plus lente et la prise de la greffe retardée comparativement à une TMO (26 vs 18 jours pour la détection des neutrophiles en périphérie et 44 vs 24 pour la détection des plaquettes en périphérie pour la TSCO vs la TMO) (Dalle et al., 2004; Rocha et al., 2000; Rubinstein et al., 1998; Thomson et al., 2000; Wagner et al., 1996). Troisièmement, les infections opportunistes (IO) sont une cause majeure de morbidité et mortalité (≥ 50% des patients) et leur incidence est particulièrement élevée dans les 100 premiers jours suivant la TSCO (Barker et al., 2005a; Rocha et Gluckman, 2006; Rocha et al., 2000; Rubinstein et al., 1998). Finalement, l’incidence de la rechute de leucémie (au moins 20% à 2 ans post-TSCO) et de la GvHD (au moins 20% de GvHD chronique et aigüe) ont un impact significatif sur la survie des jeunes greffés, même si ces complications demeurent moins fréquentes qu’après une TMO (Eapen et al., 2007; Kurtzberg et al., 2008; Rocha et al., 2001).  
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Tableau 1.I. Avantages et inconvénients de la TSCO comparativement à la TMO. Adapté de (Merindol et al., 2011b). 
Avantages Inconvénients Organisation pratique des greffons Nombre limité de CSH Absence de risque pour le donneur Incidence élevée d’échec de greffe Équilibre ethnique amélioré  Prise de greffe retardée Permet une plus grande disparité HLA Reconstitution myéloïde plus lente             Incidence de GvHD plus faible Donneur n’est plus disponible si nécessaire Peu ou pas de contamination virale du greffon Taux élevé de la morbidité reliée aux infections dans les 3-6 mois post-TSCO  
Un important défi est de comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires qui sous-tendent ces complications. Il importe de surmonter ces limitations en développant de nouvelles stratégies immunothérapeutiques pour améliorer la prise de la greffe, diminuer l’incidence des IO et de la rechute de leucémie, sans pour autant accroître la fréquence et la sévérité de la GvHD. Les IO, en particulier les infections virales, sont normalement contrôlées par les lymphocytes T. Ces derniers jouent également un rôle fonctionnel dans la prise de greffe, l’effet greffon contre leucémie (GvL) et la GvHD. Il est donc primordial de mieux connaître leur rôle afin d’améliorer les résultats de cette procédure et la survie des receveurs de TSCO.  
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III- PROPRIÉTÉS DES LYMPHOCYTES T DU SANG DE CORDON OMBILICAL III.  1. FONCTIONNALITÉ DES LYMPHOCYTES T DU SCO Tel que décrit plus tôt, les patients sont immunosupprimés pour permettre la prise de la greffe et la reconstitution immunitaire peut prendre plusieurs mois. Dans le contexte de la TMO, les lymphocytes T jouent un rôle essentiel dans la protection contre les pathogènes et les tumeurs (Reusser et al., 1991). Le SCO contient de nombreux lymphocytes T qui, en théorie, peuvent fournir temporairement un certain degré de protection immunitaire au patient. Cependant, il existe de nombreuses différences entre les lymphocytes T dérivés du SCO et ceux dérivés de la MO et du sang périphérique de l’adulte (SA), aussi bien au niveau de la composition des populations présentes que de leurs propriétés.  
D’abord, le ratio des lymphocytes T CD4+/CD8+ est plus élevé dans le SCO que dans la moelle osseuse (MO) (3 versus 1.4) (Theilgaard-Monch et al., 2001). Le SCO contient très peu de cellules T γδ (Morita et al., 1994). Le sang fœtal et le SCO contiennent aussi plus de lymphocytes T régulateurs (Mold et al., 2008) (Takahata et al., 2004). Les cellules T du SCO sont en majorité des émigrants récents du thymus de phénotype naïf. 67-80% des lymphocytes T du SCO expriment CD31+ ou contiennent des TRECs par rapport à 50% des lymphocytes T d'un jeune adulte (Table 2) (Douek et al., 1998; Junge et al., 2007; Szabolcs et al., 2003). En somme, le SCO contient essentiellement des lymphocytes T préimmuns. 
 
III. 1. 1. RÉPERTOIRE PRÉIMMUN OU IMMATURITÉ? Le répertoire des lymphocytes T du SCO contient une grande diversité de TCR et une population polyclonale (Darrah et al., 2007; Garderet et al., 1998). Néanmoins, leur état pré-
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immun les rend moins rapides et moins efficaces à répondre à un antigène que des lymphocytes T ayant déjà eu une expérience antigénique, tels que les cellules T CM présentes chez l'adulte. 
En plus de leur caractère préimmun, les premières études ont suggéré que les cellules T du SCO avaient une fonctionnalité réduite et altérée (Harris et al., 1992; Nonoyama et al., 1995). Il a même été postulé que les cellules T du SCO étaient fonctionnellement « immatures » et incapables de monter une réponse antivirale ou anti-tumorale efficace (Krogstad et al., 1992; Meyers et al., 1980; Sharp et al., 1992; Wilson et al., 1992). Plusieurs études ont proposé que la réactivité diminuée des lymphocytes T du SCO était due à leur faible niveau d’activation, la faible fréquence de lymphocytes T mémoires, ou à des différences intrinsèques entre des lymphocytes T naïfs du cordon et ceux de l’’adulte.  
L’équipe de Joseph M. McCune a récemment démontré que les cellules T CD4+ fœtales et adultes différaient au niveau fonctionnel, et qu’elles émergeaient de différentes populations de CSH ou de CSH présentes à des stades distincts de développement (Mold et al., 2010). Comme chez les espèces murines et aviaires, il y aurait deux vagues de production hématopoïétique au cours de la vie : la première provenant des CSH fœtales, initialement installées dans le foie, et la deuxième provenant des CSH de la MO. Ces deux vagues mènent à la production de lignées lymphocytaires à différents stades de développement. La population lymphocytaire fœtale porterait des propriétés fonctionnelles de type tolérogène. Les auteurs proposent que la première vague de lymphocytes formés au stade fœtal soit encore présente à la naissance, en plus de la deuxième vague de lymphocytes aux propriétés de type « adulte». La confirmation de la présence abondante de ces cellules fœtales aux propriétés tolérogènes dans le SCO expliquerait effectivement une différence fonctionnelle importante entre les lymphocytes T du SCO et ceux de la MO. 
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Kloosterboer et al. ont démontré qu’après 1-3 jours de stimulation avec des anticorps anti-CD3 et anti-CD28, le SCO contenait un nombre similaire de cellules T activées et en prolifération que le SA, mais un niveau d’activation plus bas, comme s’ils se différenciaient en un état fonctionnel intermédiaire (Kloosterboer et al., 2006). D’autres études ont démontré que, comparativement au SA, plus de cellules T du SCO progressaient à travers le cycle cellulaire et entraient en apoptose, corrélant avec un niveau plus élevé d’expression de télomérase (Tableau 2) (Chalmers et al., 1998; Kadereit et al., 2003; Kaminski et al., 2003; Risdon et al., 1994b). De plus, NFATc2, un facteur de transcription critique impliqué dans la régulation positive des cytokines et qui amplifient les réponses des cellules T, est exprimé à des niveaux plus bas dans les cellules T du SCO par rapport aux cellules T du SA (Kadereit et al., 2003; Kaminski et al., 2003; Weitzel et al., 2009). Par ailleurs, les cellules T du SCO produisent moins d’IL-2, d’IL-4, d’IL-10, et d’IFN-γ, et expriment des niveaux plus faibles de granzyme et de perforine (Berthou et al., 1995; Kloosterboer et al., 2006). La majorité de ces molécules sont caractéristiques de la réponse pro-inflammatoire TH1. Puisque les cellules T du SCO produisent également plus d’IL-13 en réponse à la stimulation, il a été proposé que leur phénotype était biaisé vers des réponses anti-inflammatoires ou allergiques de type TH2 (Ribeiro-do-Couto et al., 2001)(Tableau 2).  
 
Les premières études ont donc suggéré que les cellules T du SCO avaient un faible pouvoir antiviral et anti-tumoral. L’explication étant que le biais TH2 ou Treg était causé in utero par les facteurs placentaires (IL-4, IL-10, TGF-β, prostaglandin E2) impliqués dans le maintien de la grossesse (Burchett et al., 1992; Mold et al., 2010). 
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III. 1. 2. RÉPONSE IN VIVO Des données récentes indiquent que certains SCO contenait des cellules T CD4+ de type TH1 et des lymphocytes T CD8+ ayant une expérience antigénique, incluant certaines cellules spécifiques pour les antigènes mineurs d’histocompatibilité (AgmH) maternels (Mommaas et al., 2005). Il a été également démontré que les infections virales intra-utérines telles que celles causées par le cytomégalovirus (CMV), peuvent générer des réponses Th1 chez les nouveaux-nés (Marchant et Goldman, 2005; Tu et al., 2004). De plus, les enfants nés de mères infectées par Plasmodium falciparum ou par le VIH comptent des lymphocytes T activés fonctionnels dans leur SCO (Malhotra et al., 2008). 
Dans le contexte d’une TSCO, l’apparition de la GvHD aigue (dans les 100 premiers jours post-greffe) chez certains patients démontre que les lymphocytes T du cordon sont capables de monter des réponses effectrices. Paradoxalement, l’incidence faible de cette complication et la morbidité élevée reliée aux IO pendant cette même période amène à se questionner quant à leur potentiel fonctionnel. Le phénotype naïf des lymphocytes T du SCO contribuent certainement à cette réactivité réduite par rapport aux lymphocytes T activés  présents dans la MO ou le SA.  
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Tableau 1.II. Propriétés des cellules T du sang de cordon ombilical comparativement à leurs homologues du sang périphérique adulte. Adapté de (Merindol et al., 2011b). Nombre et fréquence Fréquence similaire de lymphocytes T totaux, haute expression de CD3. Phénotype Naïf : CD45RA+ CD62L+ CD27+ CCR7+       Prolifération/apoptose Entre en apoptose plus rapidement Expression élevée de télomérase Production de cytokine Biais de type TH2/TC2 et Treg Expression inférieure d’IL-2, IL-4, IL-10 et d’IFN-γ Expression supérieure d’IL-13 Potentiel cytotoxique Problème d’expression de granzyme et perforine Faible expression de NFATc2    
III. 1. 3. RÉPONSE ALLORÉACTIVE La TSCO a souvent lieu dans un contexte de disparité HLA. Il est ainsi important de prendre en considération la reconnaissance par les lymphocytes T issus du greffon des antigènes présentés par les CMH non appariés du receveur. Selon les études, 1 à 10% de lymphocytes T sont alloréactifs, ils reconnaissent et répondent aux CMH du non-soi (Sherman et Chattopadhyay, 1993). Melenhorst et al. ont même mesuré que 86% des lymphocytes T CD8+ du SCO seraient activés (mesuré par l’expression du marqueur CD38) par une interaction avec des cellules cibles en disparité HLA (Melenhorst et al., 2011). Malheureusement, le type de réponse induite n’a pas été investiguée. 
Leung et al., ont démontré que, suivant la stimulation allogénique, les lymphocytes T du SCO qui atteignent un état de différenciation plus élevé que les lymphocytes T d’adultes, 
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produisent moins d’IFN-γ. Les lymphocytes T CD4+, en particulier, acquièrent un profil Th2 (Leung et al., 1999). Risdon et al., ont observé qu’en culture mixte, les lymphocytes T du SCO avaient une capacité proliférative similaire mais une capacité cytotoxique inférieure à celles des lymphocytes T d’adultes (Risdon et al., 1994a). De plus, Harris et al., ont établi par dilution limite que les cellules T du SCO était 10-1000 fois moins alloréactives, en terme de cytotoxicité et de capacité proliférative que des lymphocytes T d’adultes (Harris et al., 1994) Cependant, Falkenburg et al. ont démontré que le SCO contenait une fréquence similaire de précurseurs T cytotoxiques contre les antigènes mineurs non-héréditaires maternels et paternels, démontrant un potentiel alloréactif cytotoxique complet envers ces antigènes (Falkenburg et al., 1996). Ainsi, il est certain que le SCO contient des lymphocytes T alloréactifs. Néanmoins, le débat persiste quant à leur capacité fonctionnelle à combattre des infections virales et des cellules tumorales dans un contexte de compatibilité comme de disparité HLA. Leur rôle chez le receveur de TSCO reste à établir. 
 
IV- RÔLES DE LYMPHOCYTES T DANS LES COMPLICATIONS SUITE À LA TSCO IV.  1. PRISE ET L’ÉCHEC DE LA GREFFE La condition sine qua non au succès d’une greffe est la « prise » des CSH ou leur relocalisation et leur implantation dans la MO du receveur. Il est estimé que la relocalisation des CSH dans la MO et la production de neutrophiles prend de 2-4 semaines alors que la détection de plaquettes peut prendre 1-2 mois suivant une TSCO (Figure 1.5) (Gluckman et al., 1997). L’échec initial d’une greffe peut résulter d’une absence de prise et/ou d’une perte des cellules subséquemment à la prise (rejet par les lymphocytes T du receveur). 
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Le rejet est un processus actif impliquant les lymphocytes T et éventuellement les cellules NK du receveur, qui mène à l’élimination des cellules du donneur suite à leur reconnaissance en tant que non-soi (reconnaissance du HLA et/ou des AgmH). Les lymphocytes T du receveur sont ainsi responsables de la non-prise des CSH du donneur (Marijt et al., 1995; Mattsson et al., 2008; Voogt et al., 1990), d’où l’importance de les éliminer lors du conditionnement (Duval et al., 2002). Les HLA-A et HLA-B jouent un rôle central dans la reconnaissance antigénique des cellules T CD8+ (Carrington et O'Brien, 2003) et leurs allèles sont typiquement choisis pour être compatibles entre donneur et receveur. 
Un échec de prise de la greffe peut être une conséquence directe d’une faible dose cellulaire, incluant les lymphocytes (Gluckman et al., 1997; Rubinstein et al., 1998). Comme la majorité des TSCO implique une dose 10 fois moindre de CSH qu’une TMO, la prise de la greffe (reconstitution des neutrophiles et des plaquettes) est retardée et l’échec est comparativement fréquent (10-15% suivant la TSCO vs 1-2% suivant la TMO) (Eapen et al., 2007; Rocha et al., 2001).  
D’un autre côté, les lymphocytes du greffon ont un impact positif sur la prise de la greffe. Ainsi, la dose totale de cellules nucléées et le compte de cellules CD45+ sont prédictifs de la cinétique de sortie de la lignée myéloïde suivant la TSCO (Rubinstein et al., 1998). Les doses de cellules CD3+ et CD8+ dans le greffon sont corrélées positivement avec la prise de la greffe chez les receveurs de TSCO (Terakura et al., 2007; van Heeckeren et al., 2007). Lors des transplantations de deux unités de SCO à un même patient, il a été démontré que l’unité qui parvenait à s’implanter dans la moelle osseuse était celle contenant des lymphocytes T CD8+ alloréactifs contre l’autre unité (Gutman et al, 2010). Les lymphocytes T du donneur contribuent à la prévention du rejet de greffe en détruisant les effecteurs immunologiques 
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résiduels chez le receveur, amenant à l’établissement d’un chimérisme complet qui facilite la réussite de la reconstitution immunitaire (Jiang et al., 2002). Les cellules T facilitent aussi la prise de la greffe au niveau et au-delà des CSH. Cet effet pourrait impliquer des cytokines dérivées des lymphocytes T, des contacts cellules-cellules, ou la stimulation de la différenciation des CSH (Charak et al., 1995; Hexner et al., 2007; Jiang et al., 2002; Martin, 1990). Van Rood et al. ont aussi démontré que la prise de la greffe pouvait être accélérée en appariant les antigènes maternels mineurs non-hérités (« non-inherited maternal HLA antigens », (NIMA)) entre le donneur et le receveur (van Rood et al., 2009). Cette étude suggère que les cellules T du SCO gardent la mémoire des antigènes de leur mère et sont activées suivant leur réexposition chez le receveur, bien que les mécanismes impliqués n’aient pas été examinés en profondeur. Par ailleurs, la fonction des cellules T dépend de leur spécificité antigénique et peut aussi être délétère. Muller et al. ont rapporté que des lymphocytes T matures spécifiques à un AgmH et présents dans l’inoculum du greffon retardent la prise des CSH (Müller et al., 2010). Cependant, il est peu probable que ce processus ait lieu suivant la TSCO du au fait que la grande majorité des lymphocytes T du SCO ont un phénotype naïf.  
À noter que lorsque la dose cellulaire est augmentée en transplantant deux unités de SCO partiellement compatibles, une amélioration significative de la prise de la greffe est observée chez les enfants plus âgés et les adultes (Ballen et al., 2007; Barker et al., 2005b; Brunstein et al., 2007a; Brunstein et al., 2007b; Xu et al., 2001). Ces résultats signifient que l’incapacité partielle des lymphocytes T du SCO à promouvoir la prise de la greffe, pourrait être une simple conséquence de la trop faible dose transférée au patient. 
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Figure 1.5. Phases de reconstitution et risques infectieux suivant la transplantation de sang de cordon ombilical (Merindol et al., 2011b). 
 IV. 2. RECONSTITUTION IMMUNITAIRE Suite à la prise de la greffe, la rapidité de la reconstitution immunitaire, et en particulier la reconstitution lymphocytaire, influencera le pronostic des patients transplantés (Ishaqi et al., 2008; Kim et al., 2004; Kumar et al., 2003; Le Blanc et al., 2009; Pavletic et al., 1998). Celle-ci sera modulée par les régimes de conditionnement et de prévention du GvHD reçus par le patient, en particulier l’ATG semble être capable de persister plusieurs semaines après son administration et pourrait éliminer une grande partie des lymphocytes T du greffon transférés chez le patient (Waller et al., 2003). Chez les enfants, la reconstitution lymphoïde post-TSCO ressemble dans l’ensemble, à celle qui suit une TMO (Locatelli et al., 1996; Moretta et al., 2001; Niehues et al., 2001) et elle est influencée positivement par la dose de cellules CD45+ contenue dans le greffon (Barlogis et al., 2011). Les cellules NK atteignent des niveaux normaux dès 1 mois post-greffe alors que les cellules B reconstituent 
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vers 3 mois post-greffe, adoptant une cinétique plus rapide que celle observée suivant une TMO (Figure 1.6) (Merindol et al., 2011b; Renard et al., 2011). De manière similaire, les cellules T CD4+ apparaissent à des niveaux normaux dans les 6-9 premiers mois post-greffe. La différence la plus importante entre les reconstitutions lymphoïdes post-TSCO et post-TMO se situe au niveau des lymphocytes T CD8+. En effet, leur reconstitution est sérieusement retardée et leur nombre reste faible dans les 6-9 premiers mois qui suivent une TSCO (9 mois pour la TSCO versus 3 mois pour la TMO pour atteindre 250 cellules T CD8+/mm3) (Renard et al., 2011).  
 
IV. 2. 1. PREMIÈRE VAGUE DE LYMPHOCYTES T CD8+ Chez le receveur lymphodéplété de MO, la majorité des lymphocytes T qui émergent pendant les premiers 100 jours post-transplantation sont dérivés de l’expansion homéostatique (EH) des lymphocytes T du greffon (Figure 1.6) (Reusser et al., 1991). Compte tenu de l’état d’immunosuppression, caractérisé par la quasi-absence des lymphocytes T durant les premiers mois qui suivent la greffe, ainsi que du caractère préimmun des lymphocytes T du SCO (Garderet et al., 1998), l’existence de cette première vague de lymphocytes T n’a pas été démontré suite à la TSCO. Cependant, la présence de réponses antivirales précoces chez les receveurs de TSCO la laisse entrevoir (Cohen et al., 2006). L’EH qui se produit lors de lymphopénie, dépend d’interactions de faible affinité avec les complexes CMH-p du soi, en présence de grandes quantités d’IL-7 (non consommée en l’absence de lymphocytes T chez le receveur) (Bourgeois et Stockinger, 2006). La diversité des lymphocytes T issus de l’EH chez le patient dépend directement de la diversité du répertoire d’origine. À long terme, l’EH génère un répertoire de lymphocytes T à la diversité limitée par délétion clonale ou oligoclonalisation à cause des reconnaissances antigéniques 
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et de la compétition pour les facteurs de croissance (Douek et al., 2000; Ge et al., 2001; Hakim et al., 1997; Krenger et al., 2011; Merindol et al., 2011b; Roux et al., 2000; Williams et al., 2007).  
Chez l’adulte, l’EH des lymphocytes T du SCO mène à la différentiation des lymphocytes T naïfs en EMRA (Komanduri et al., 2007). Ces lymphocytes T démontrent une activité cytotoxique significative mais une susceptibilité plus grande à l’apoptose. Ils semblent également incapables de produire de l’IL-2 (Kim et al., 2009). Ils diffèrent des lymphocytes T de phénotype « memory-like » (CD45RO+ ou CD45RA-CCR7+) observé suivant la TMO chez l’adulte et l’enfant (Eyrich et al., 2003; Ferrari et al., 2006; Gorla et al., 1993; Mackall et al., 1996). Aucune étude n’a étudié la différenciation et la fonctionnalité des lymphocytes T issus du SCO chez les receveurs pédiatriques. Toutefois, il est indéniable que des niveaux normaux de diversité clonale ne sont jamais atteints avant l’initiation de la thymopoïèse (Klein et al., 2001; Mackall et al., 1996). 
 
Figure 1.6. Reconstitution du compartiment lymphocytaire suivant transplantation de SCO. La reconstitution du compartiment lymphocytaire chez l’enfant transplanté de SCO ressemble beaucoup à celle qui suit une TMO. Les cellules NK apparaissent dès le premier mois qui suit la greffe et représentent alors 80% des lymphocytes présents en périphérie. 
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Les lymphocytes B atteignent des niveaux normaux dans les 3 premiers mois qui suivent la greffe. La différence la plus importante s’observe sur le retard de reconstitution des lymphocytes T CD8+ qui ne parviennent à des niveaux normaux qu’entre 9-12 mois suite à la TSCO comparativement à 3-6 mois suite à la TMO (Merindol et al., 2011b). 
 
IV. 2. 2. DEUXIÈME VAGUE DE LYMPHOCYTES T CD8+ Lorsqu’on s’éloigne de la fenêtre des 100 jours post-TSCO, les lymphocytes T naïfs émergent progressivement par thymopoïèse et repeuplent la périphérie (Figure 1.6). La production de cellules T de novo est un long processus qui est plus robuste chez les jeunes receveurs (Jimenez et al., 2006). En plus du temps de différenciation dans la MO, les précurseurs lymphoïdes murins prennent au moins 2-3 semaines pour se rendre dans les différents compartiments thymiques et devenir des lymphocytes T matures (McCaughtry et al., 2007). Chez l’homme, le laps de temps précis n’a pas été calculé. Cependant, même dans les conditions les plus favorables, on peut supposer que la production de cellules T naïves à partir de CSH infusées prenne des semaines voire des mois, et que le niveau plateau de production thymique n’est atteint qu’après 1-2 ans suivant la transplantation. En fait, la thymopoïèse mesurée par la production de TREC commence à être détectable à partir de 100 jours chez la majorité des enfants transplantés de SCO (Talvensaari et al., 2002; Weinberg et al., 2001). Le délai pourrait être plus court chez certains patients (Talvensaari et al., 2002). Le temps minimal n’est pas connu et dépendra vraisemblablement de la dose cellulaire transplanté, du régime de conditionnement et de l’âge du patient. 
La reconstitution thymique est donc graduelle et le nombre de cellules T CD4+ et CD8+ dérivées du thymus n’atteignent généralement pas des niveaux normaux avant 9-12 mois 
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post-TSCO, bien que des réponses prolifératives normales aux mitogènes soient atteintes à 6 mois (Thomson et al., 2000). La principale différence avec la cinétique de reconstitution observée post-TMO est le retard, d’environ 6 mois, de la réapparition des lymphocytes T CD8+ suivant une TSCO. 
En l’absence de GvHD, cette voie amène à la restauration d’un répertoire diversifié de lymphocytes T, généralement en un an chez les receveurs pédiatriques (Finocchi et al., 2006; Goronzy et Weyand, 2005; Klein et al., 2001; Moretta et al., 2001; Niehues et al., 2001; Robin et al., 1999; Talvensaari et al., 2002). Talvensaari et al. ont même observé qu’une diversité plus grande du répertoire T était atteinte chez les receveurs de TSCO comparativement aux receveurs de TMO 2 ans après la transplantation (Talvensaari et al., 2002). Ceci pourrait être relié au fait que les progéniteurs lymphoïdes, myéloïdes et endothéliaux présents dans le SCO se différencient plus efficacement que leurs homologues de la MO, amenant à une thymopoïèse plus efficace et une amélioration qualitative du répertoire de cellules T (Canque et al., 2000; Crisa et al., 1999; Duval et al., 2002; Murohara et al., 2000; Robin et al., 1999).  
Cependant, peu d’études ont évalué la reconstitution tardive et l’évolution de la diversité ≥ 1-2ans. Récemment, l’équipe d’A. John Barett a suivi la reconstitution des lymphocytes T pendant 12 ans chez des sujets transplantés de MO appauvris en lymphocytes T. Ils démontrent qu’il pourrait y avoir des différences importantes au niveau de la production thymique et des populations lymphocytaires présentes à long terme entre les receveurs de greffe et leurs donneurs, des individus sains (Le et al., 2011).   
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IV. 2. LE CONTRÔLE DES INFECTIONS Le déficit immunitaire qui suit la greffe de CSH rend les patients vulnérables aux complications infectieuses. En particulier, la TSCO est associée à un risqué élevé d’IO qui contribuent à plus de 50% de la mortalité chez les enfants dans les 3 à 6 premiers mois post-greffe (Barker et al., 2005a; Rubinstein et al., 1998). Après cette période, la mortalité reliée aux infections chez les receveurs de SCO équivaut à celle observée chez les receveurs de MO non apparentée (Barker et al., 2005a; Rubinstein et al., 1998). Ainsi, les interventions visant à réduire la mortalité et la morbidité associées aux IO ciblent principalement cette fenêtre de 100-200 jours (Tomblyn et al., 2009). 
 On peut séparer la période de TSCO en trois phases, soit la phase I (pré-greffe; < 30 jours), la phase II (post-greffe; 30-100 jours) et la phase III (phase tardive; > 100 jours) (Figure 1.5). Durant la phase I (<30 jours), la neutropénie et les bris dans la barrière mucocutanée résultent en des risques substantiels d’infections bactériennes et fongiques, incluant celles causées par Candida et Aspergillus (Barker et al., 2005a; Hamza et al., 2004) (Figure 1.5). La réactivation du virus de l’herpes simplex (HSV) se produit également lors de la première phase. Durant la phase II, les infections sont principalement dues à une déficience au niveau de l’immunité à médiation cellulaire. On fait alors face à des infections virales causées, entre autres, par le cytomégalovirus (CMV) et le virus d’Epstein-Barr (EBV). Les receveurs de TSCO ont aussi un risque plus élevé de développer des infections adénovirales (Benjamin et al., 2002). D’autres pathogènes dominants retrouvés durant cette phase sont les Aspergillus et Pneumocystis jiroveci. Finalement, durant la phase III (>100 jours), les greffés de CSH sont très susceptibles au VZV, au CMV et aux bactéries encapsulées dont Streptococcus 
pneumoniae. Le risque de contracter ces infections est augmenté en présence de GvHD durant la phase II et la phase III. L’incidence des infections causées par les virus entériques 
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et respiratoires demeure élevée durant les trois phases de la greffe (Tomblyn et al., 2009). Les sections suivantes focalisent sur deux pathogènes viraux qui sont associés à une incidence élevée de mortalité et morbidité suite à la TSCO : le CMV et le VZV. 
  
IV. 3. 1. LES INFECTIONS À CMV Le CMV ou HHV-5 est un β-herpesvirus lymphotropique qui possède un génome de 230kb d’ADN double brins. Lors de l’infection, >200 protéines sont exprimées par CMV en trois phases qui se superposent (« immediate early » (IE), « early » et « late »). Les principales protéines impliquées dans la production de virion sont les protéines de l’enveloppe gB, gH, gM et gL, ainsi que les protéines de la matrice pp65, pp150, pp71 et pp28 (Landolfo et al., 2003). L’infection primaire à CMV est toujours suivie d’une infection prolongée et latente pendant laquelle le virus reste vivant mais « dormant » dans les cellules sans qu’il y ait de dommages détectables ni de symptômes cliniques. Le CMV persiste durant toute la vie sans causer de symptômes chez l’hôte immunocompétent. Environ 50-90% de la population est CMV-séropositive à l’âge adulte (Einsele et al., 1993). Les réservoirs cellulaires du CMV sont les leucocytes, (particulièrement les monocytes), ainsi que les cellules épithéliales des glandes salivaires et du col de l’utérus (Kondo et al., 1994; Scholz et al., 2003; Zhuravskaya et al., 1997). Le CMV infectieux peut être retrouvés dans les fluides corporels des personnes infectés et est détecté dans l’urine, la salive, le sang, les larmes, le sperme ou encore le lait maternel (Harari et al., 2004; Pass et al., 2009). Chez les individus sains, le CMV est contrôlé par les lymphocytes T CD8+ qui ciblent en particulier des épitopes de la protéine pp65 et parfois d’IE-1 (Kern et al., 2000; Kondo et al., 2004; Landolfo et al., 2003). 
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Les manifestations cliniques de l’infection à CMV sont presque exclusivement restreintes aux hôtes immunocompromis et le danger le plus important se situe souvent au niveau de la réactivation du virus plutôt qu’au niveau d’infections de novo. Chez les patients atteints du SIDA, le CMV cause des rétinites ou des entérites (Einsele et al., 1993). Chez les greffés d’organes et de CSH, l’infection à CMV est caractérisée par de la fièvre, une leucopénie, une hépatosplenomégalie, une myalgie, des rétinites et des pneumonies interstitielles (Einsele et Hebart, 1999). Ces dernières sont mortelles dans 90% des cas. Dans certains cas rares, CMV cause également une maladie ressemblant à une mononucléose (Landolfo et al., 2003). Environ 20% (20-80%) des receveurs de TSCO vont souffrir des maladies à CMV associés à un pronostic défavorable dans les 6 premiers mois (Beck et al., 2010; Mikulska et al., 2011). Cette proportion pourrait être plus grande que suivant une TMO (64% d’incidence cumulative d’infection à CMV pour la TSCO vs 51% pour les TCSH allogéniques de sources alternatives,) (Beck et al., 2010; Mikulska et al., 2011). Près de 80% des patients séropositifs pour CMV avant la greffe réactiveront le virus dans les premiers mois suivant la transplantation (Takami et al., 2005; Tomonari et al., 2008; Uchida et al., 2008). 
Le ganciclovir (analogue de guanosine) est très efficace pour éliminer la réplication du CMV et est couramment administré dans les protocoles de transplantation. Cependant, son usage est associé à une toxicité néphrologique et myéloïde importante qui exclut son utilisation en prophylaxie chez les receveurs pédiatriques de TSCO (Boeckh et al., 1996; Goodrich et al., 1993; Salzberger et al., 1997). Au service d’hémato-oncologie du CHU Sainte-Justine, la réactivation du virus est plutôt prise en charge de manière préemptive : pendant les 6 premiers mois post-greffe ou pendant la durée de l’immunosuppression, les patients CMV-séropositifs et -séronégatifs sont testés chaque semaine par PCR quantitative en temps réel ciblant l’ARN de la protéine pp65 (Malette, 2011, in preparation). Lorsque le test est positif, 
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(≥ 3000 copies/ml de serum), les patients sont traités au ganciclovir jusqu'à disparition de la virémie. Malheureusement, ce traitement reste toxique et la meilleure façon d’obtenir une protection efficace contre CMV demeure le développement des réponses à médiation cellulaire. La cinétique de la reconstitution immunitaire anti-CMV chez les receveurs de TSCO est encore mal définie mais les connaissances actuelles suggèrent qu’elle est retardée en comparaison avec une TMO. 
 
IV. 3. 2. LES INFECTIONS À VZV Le VZV, ou HHV-3, est un membre de la sous-famille des α-herpesvirus. Il possède un génome d’ADN bicaténaire d’environ 125 kb comprenant ≥70 cadres ouverts de lecture dont les glycoprotéines gB, gC, gE (glycoprotéine majeure de l’enveloppe), gH et gL ainsi que les protéines précoces IE4, IE62 et IE63 qui forment l’enveloppe lipidique (Davison et Scott, 1986; Jones et al., 2006). Le VZV est l’agent étiologique de deux maladies cliniquement distinctes : la varicelle et le zona. La varicelle se développe lors de l’infection primaire et se manifeste par une éruption vésiculaire généralisée accompagnée de fièvre. Dans les pays tempérés sans programme de vaccination, la varicelle est associée à l’enfance et 90% des personnes seront infectées avant l’âge de 15 ans (Preblud, 1986). La varicelle peut se transmettre de deux façons, soit par les voies respiratoires ou par contact avec les lésions cutanées. Après l'infection primaire, le VZV établit une latence dans les tissus neuronaux. Sa réactivation dans les ganglions sensitifs postérieurs de la moelle épinière résulte en un zona. Cette pathologie est caractérisée par des éruptions cutanées douloureuses et localisées aux régions de la peau qui sont innervées par les cellules nerveuses infectées par le virus. Les complications les plus fréquentes associées au zona sont d’ordre neurologique. Il s'agit principalement de névralgies post-herpétiques (NPH) accompagnées de douleurs 
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violentes qui surviennent après la disparition des lésions et qui peuvent persister pendant des mois et même des années (Gilden et al., 2000). Parmi les autres complications neurologiques associées au zona, on retrouve les encéphalites aiguës et chroniques, le zona ophtalmique, la paralysie des nerfs crâniens et la paralysie périphérique dans la région du nerf atteint, incluant le syndrome de Ramsay-Hunt et la paralysie de Bell (Gilden et al., 2000). Les antiviraux peuvent réduire la sévérité et la durée de l’épisode de zona, mais ne peuvent malheureusement pas prévenir le zona et les NPH (Gnann, 2002; Kost et Straus, 1996).  
Même si le zona touche davantage les personnes âgées, les enfants immunocompromis sont particulièrement à risque (Brunell, 1992). Il est établi que le contrôle de la dissémination et de la réapparition du virus est arbitré principalement par les lymphocytes T CD4+ (Th1) (Asanuma et al., 2000) et possiblement par les T CD8+ (Arvin, 1992; Frey et al., 2003; Jones et al., 2007). Le nombre de lymphocytes T VZV-spécifiques avec des capacités prolifératives a été estimé à environ 1 : 40 000 PBMC (Hayward et al., 1986). Ces derniers reconnaissent aussi bien les glycoprotéines virales que les protéines aux fonctions régulatrices ou structurales (Arvin et al., 1991). 
Les infections à VZV sont parmi les infections virales les plus communes après une TCSH, avec un taux d’incidence variant de 25% à 68% (Koc et al., 2000).  L’infection de novo ou la réactivation du VZV se produit chez plus de 60% des receveurs de TSCO, et a lieu plus fréquemment et plus tard que suivant une TMO (Tomonari et al., 2003; Vandenbosch et al., 2008). Les infections à VZV observées chez les greffés de CSH peuvent apparaître sous forme d’infection primaire (varicelle) mais plus souvent sous forme d’infection secondaire (zona). Chez les patients immunodéprimés, les lésions sont plus lentes à guérir et plus susceptibles d’être surinfectées. Les infections vont généralement demeurer confinées à la 
  47 
peau bien que des disséminations viscérales puissent se produire, et sont associées à un taux élevé de morbidité et de mortalité (Locksley et al., 1985). 
Afin de prévenir les infections à VZV chez les receveurs de TMO ou de TSCO, une prophylaxie antivirale d’une durée de 12 mois est administrée de façon systématique chez tous les enfants greffés depuis 2007. Les antiviraux couramment utilisés sont tous des analogues de la guanosine, soit l’acyclovir, le famciclovir et le valacyclovir (Boeckh et al., 2006; Tomblyn et al., 2009). La nephrotoxicité de ces molécules lorsqu’elles sont utilisées à long terme demeure un sujet controversé (Bianchetti et al., 1991; Boeckh et al., 2006; Brigden et al., 1982; Giustina et al., 1988; Htwe et al., 2008; Shinjoh et Takahashi, 2009). Cette approche prophylactique pose un autre problème : en prévenant la réactivation du virus, il se peut que la reconstitution immunitaire anti-VZV soit interrompue. Ainsi, la prophylaxie ne ferait que retarder l’apparition de la maladie (Distler et al., 2008). On peut cependant argumenter qu'en retardant la maladie jusqu'à un état d'immunocompétence, les risques de morbidité et de mortalité devraient être moindres 
 
IV. 3. 3 IMMUNITÉ ANTIVIRALE POST-TSCO Les cent jours de risque accru d’infections opportunistes correspondent approximativement au temps requis pour que les lymphocytes T générés de novo par thymopoïèse soient détectables chez les sujets transplantés. Les receveurs de TSCO avec une reconstitution rapide du compte de lymphocytes T ont un risque plus faible de développer des IO, supportant le rôle important des lymphocytes T dans le combat contre les infections (Burke et al., 2010; Hamza et al., 2004). De manière similaire à ce qui est observé suivant une TMO, les cellules T du cordon pourraient théoriquement fournir une protection contre les IO 
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pendant le temps requis afin que les cellules T post-thymiques émergent et commencent à remplir le répertoire périphérique. L’incidence plus élevée des IO suivant une TSCO comparativement à une TMO s’expliquerait d’abord par le fait que ces deux sources se distinguent au niveau de leur composition en lymphocytes T. La MO contient des cellules T mémoires spécifiques aux antigènes alors que les cellules T du SCO ont un phénotype naïf. Dans une analyse longitudinale des réponses anti-HSV, VZV et CMV chez les enfants atteints de maladies malignes sur un suivi de 4 ans post-TSCO, Cohen et al. ont rapporté que 43% des receveurs de TSCO développaient des réponses T spécifiques à au moins 1 de ces pathogènes pendant la période de 100-200 jours, et que la présence de ces réponses diminuait la probabilité de mortalité reliée aux IO (Cohen et al., 2006). Ces résultats indiquent que les cellules T naïves transférées au receveur peuvent mener une réponse T antigène-spécifique avant la reconstitution thymique, au moins chez certains patients. Cependant, la protection apportée par ces cellules T n’est pas totalement efficace puisque plus de la moitié des receveurs ne sont pas protégés contre les dits virus. Les cellules NK et les cellules B sont restaurées très rapidement tout comme lors d’une TMO (Renard et al., 2011; Thomson et al., 2000; Vandenbosch et al., 2008), suggérant qu’elles n’ont pas un rôle prédominant dans le contrôle des IO post-TSCO.  
Malgré une dose cellulaire inférieure, le greffon contient des millions de lymphocytes T. Il est étonnant qu’ils ne puissent pas combattre les infections virales. La persistance, la cinétique de reconstitution et la fonctionnalité des lymphocytes T du SCO suivant la transplantation demeurent mal caractérisées.  
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IV. 4. LA GVHD La GvHD est une complication très importante des greffes allogéniques non apparentées. La GvHD aigüe se développe en 3 phases: a) les tissus de l’hôte sont abîmés par l’inflammation résultant du conditionnement; b) les cellules présentatrices d’antigènes (CPA) du receveur, celles dérivées du donneur, et les cytokines pro-inflammatoires déclenchent l’activation des cellules T dérivées du donneur qui se différencient en cellules effectrices; et c) ces cellules deviennent cytotoxiques et ciblent les cellules de l’hôte (Figure 1.7) (Ferrara et al., 1996; Krenger et Ferrara, 1996; Shlomchik et al., 1999). La GvHD est une immunopathologie de type Th1/Tc1 si l’on se base sur la prédominance des dommages causés par les lymphocytes T cytotoxiques et sur l’augmentation de la production de cytokines de type Th1, incluant l’IL-2, l’IL-12, et l’IFN-γ (Krenger et Ferrara, 1996). Tous les patients transplantés de SCO reçoivent une prophylaxie anti-GvHD, typiquement composée d’ATG, de cyclosporine A ou methotrexate, et de methylprednisolone. Bien qu’efficaces pour prévenir le GvHD, ces agents détériorent la reconstitution fonctionnelle des cellules T et peuvent avoir un impact sur la prise de la greffe, l’incidence des IO et la rechute de leucémie (Gratama et al., 1986; Haczku et al., 1994).  
Dans les premiers 100 jours suivant la transplantation, l’incidence et la sévérité de la GvHD aigüe sont plus faibles chez les receveurs pédiatriques de TSCO comparativement aux receveurs de MO non apparentée, malgré un niveau parfois plus élevé de disparité HLA chez les receveurs de TSCO (MacMillan et al., 2009; Rocha et al., 2000; Wagner et al., 1996). Cette observation pourrait simplement être reliée à la dose de cellules nucléées (~1 log10 inférieure) utilisée suivant la TSCO. Elle pourrait aussi être expliquée par les propriétés fonctionnelles altérées des lymphocytes T du SCO. Tel qu’exposé précédemment, la majorité des lymphocytes T présents dans le cordon sont naïfs, ont peu d’activité cytotoxique basale, 
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une faible activité alloréactive et portent des propriétés fonctionnelles de type Th2 (Berthou et al., 1995; Harris et al., 1994; Kloosterboer et al., 2006; Leung et al., 1999; Mold et al., 2010). Les cellules T régulatrices présentes dans le SCO pourraient aussi contribuer à la suppression de l’alloréactivité (Cupedo et al., 2005; Godfrey et al., 2005; Mold et al., 2008). Ainsi, un phénotype et des fonctions biologiques différentes des lymphocytes T du SCO pourraient être compatibles avec une incidence réduite de la GvHD. Une autre hypothèse implique les cellules NK, très rapidement reconstituées suite à la TSCO. Ces cellules élimineraient les cellules présentatrices résiduelles du receveur et préviendraient ainsi l’activation des lymphocytes T du donneur (Ferrara et al., 1996; Ruggeri et al., 2002; Shlomchik et al., 1999).  
La GvHD chronique, quant à elle est traditionnellement définie comme se développant suivant 100 jours post-transplantation et présente des symptômes caractéristiques de certaines maladies auto-immunitaires.  La GvHD chronique affecte le plus souvent la peau, le foie, les yeux ou la bouche, mais peut aussi affecter beaucoup d’autres sites. Cette maladie, et les traitements qui lui sont associés, mènent à un état d’immunosuppression profonde. La mort causée par la GvHD chronique est souvent conséquence de complications infectieuses. Le traitement standard est une combinaison de cyclosporine et de prednisolone.  La pathophysiologie de cette maladie est mal comprise. Elle est caractérisée par une atrophie thymique, une déplétion lymphocytaire et la production d’autoanticorps. Le conditionnement et la GvHD aigüe peuvent perturber la fonction thymique et déréguler le processus de sélection négative des clones T potentiellement auto-réactifs (Figure 1.7), amenant à un bris de l’homéostasie lymphocytaire et de la tolérance au soi. L’expansion et l’activation des cellules T autoréactives soutiennent ensuite l’activation de cellules B autoréactives et la production d’autoanticorps qui induiront des dommages ciblés aux 
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organes (Ho et Soiffer, 2001; Ochs et al., 1994; Svegliati et al., 2007). La GvHD chronique requiert l’aide des cellules Th2 alors que la GvHD aigüe est plutôt une maladie de type Th1 (Kansu, 2004). Les cellules T régulatrices, à travers la production de TGF-β et d’IL-10 joueraient un rôle très important dans le contrôle de la GvHD chronique (Zorn et al., 2005).  
 
 
Figure 1.7: Maladies du greffon contre l’hôte (« GvHD ») aigüe et chronique. La GvHD aigüe apparaît habituellement dans les 3 premiers mois qui suivent la greffe. Elle est caractérisée par l’activation de réponse de type Th1 des lymphocytes T issus du greffon par des cellules dendritiques résiduelles du receveur. Typiquement, la GvHD chronique se développe après trois mois post-TSCO et se produirait entre autre en conséquence de dommages au thymus causés par la GvHD aigue ou du conditionnement. Elle est caractérisée par des réponses de 
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type Th2 de clones autoréactifs générés au sein du thymus qui activeraient la production d’autoanticorps par les cellules B autoréactives (Merindol et al., 2011b). 
 IV. 5. LA RECHUTE DE LEUCÉMIE ET LE GVL Compte tenu que les receveurs de TSCO reçoivent 1 log10 de cellules nucléées en moins que les receveurs de TMO, que la vaste majorité des lymphocytes T du SCO sont naïfs et que l’incidence de la GvHD est inférieure, on s’attendrait à ce que l’effet greffon contre leucémie (GvL) soit également inférieur. Pourtant, le risque de rechute de leucémie est égal sinon inférieur suivant une TSCO comparé à une TMO (Eapen et al., 2007; Michel et al., 2003; Rocha et al., 2001).  
La première suggestion du rôle des lymphocytes T dans l’effet GvL post-transplantation allogéniques est venue de l’observation qu’un chimérisme complet des lymphocytes T du donneur était crucial pour prévenir la rechute de leucémie (Huisman et al., 2007; Keil et al., 2003). Autant les lymphocytes T CD4+ que les CD8+ sont capables de déclencher une cytotoxicité Ag-spécifique dirigée contre les cellules leucémiques. Ils reconnaissent trois classes d’antigènes : a) AgmH (Falkenburg et al., 2002; Goulmy, 1997); b) les AgmH uniquement exprimés par les cellules de la lignée hématopoïétique; et c) les Ag spécifiques aux leucémies, tel que le Wilm’s tumor-1 (WT-1), l’antigène préférentiellement exprimé par les mélanomes (PRAME - « Preferentially expressed antigens by melanoma»), ou des protéines de fusion (e.g. BCR-ABL) (Bergmann et al., 1997; Inoue et al., 1997; Inoue et al., 1994; Menssen et al., 1995).  
Le SCO comprend une population diversifiée de lymphocytes T qui pourrait inclure des cellules T aux propriétés anti-tumorales (Mommaas et al., 2005) (Figure 1.8). Cependant, la 
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participation à l’effet GvL des lymphocytes T issus du greffon n’a pas encore été directement démontrée suivant la TSCO. L’appariement des NIMA (« non-inherited maternal antigen ») du donneur avec le receveur a été associé à une incidence réduite de rechute et de mortalité reliée à la TSCO, suggérant que les cellules T du SCO pourraient reconnaître et tuer les cellules leucémiques du receveur d’une manière HLA-restreinte (van Rood et al., 2009). Un des facteurs associés au risque de rechute après TSCO est un retard au niveau de la reconstitution des réponses lymphocytaires T antivirales (Parkman et al., 2006). Cohen et 
al. ont aussi rapporté que les patients démontrant une réponse proliférative des cellules T spécifiques aux virus herpes à n’importe quel moment pendant les 3 années de suivi post-TSCO avaient une incidence plus faible de rechute de leucémie et un taux global de survie plus élevé (Cohen et al., 2006).  
La rechute de leucémie est une complication très importante suite à la TSCO : au moins 20% des enfants rechuteront, et ce, souvent après 6 mois post-transplantation alors que les lymphocytes T devraient théoriquement être en quantité suffisante pour exercer un effet anti-tumoral. Le développement des réponses anti-leucémiques est mal caractérisé suivant la TSCO, de même que la contribution au GvL des lymphocytes T issus du greffon et celle des lymphocytes T produits par thymopoïèse restent à définir (Figure 1.8). L’ensemble des études indique toutefois qu’une amélioration de la reconstitution des cellules T devrait mener à un meilleur résultat de la greffe en terme de rechute et de survie (Kern et al., 2000). Le développement de méthodes qui amplifient sélectivement, activent et utilisent les cellules T anti-tumorales dérivées du SCO en tant que composantes de régime d’immunothérapie adoptive est activement poursuivi (Clark et al., 2010; Davis et al., 2010; Joshi et al., 1998; Joshi et al., 2000; Mazur et al., 2008; Micklethwaite et al., 2010).  
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Figure 1.8 : Prévention de la rechute de leucémie suivant une transplantation de sang de cordon ombilical. Les cellules T et NK sont essentielles dans la prévention de la rechute de leucémie. Dans la partie A, l’ATG résiduel et la prophylaxie du GvHD empêchent la reconstitution des lymphocytes T durant les 100 premiers jours post-TSCO. Les cellules T ne peuvent pas compétionner avec les cellules NK qui trouvent alors les cytokines nécessaires à leur prolifération et leur activation. Les cellules NK dérivées du donneur peuvent aussi tuer les cellules dendritiques du receveur, dérangeant encore un peu plus l’effet GvL qui pourrait être mené par les lymphocytes T. L’activité cytotoxique des cellules NK est optimalisée dans un contexte de désappariement KIR-KIR ligand entre le donneur et le receveur ou quand les cellules leucémiques n’expriment pas le CMH-I mais expriment 
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MICA/MICB à leur surface. Dans la partie B, à partir de trois mois post-TSCO, les cellules T reconstituées compétitionnent avec les cellules NK pour leurs cytokines clés (i.e. IL-2, IL-7, IL-12, IL-15) et peuvent alors proliférer et être activées par les cellules tumorales exprimant le CMH-I pour mener à un effet GvL efficace. MICA/MICB : « MHC class I-related chain A, B » ; KIR: « killer immunoglobulin-like receptor »; ICAM-1: « inter-cellular adhesion molecule 1 »; DC: « dendritic cells »; MHC: « major histocompatibility complex »; LFA-1: « leukocyte function-associated antigen 1 »; SCO: sang de cordon ombilical; ATG: « anti-thymocyte globulin »; GvL: effet« graft-versus-leukemia » (Merindol et al., 2011b). 
 
V- PROBLÉMATIQUE   Le potentiel fonctionnel, la persistance et le rôle des lymphocytes T du SCO chez le receveur de greffe doivent être élucidés afin d’améliorer le résultat de la transplantation et minimiser toutes les complications. La majorité des travaux qui ont étudié les lymphocytes T dans le SCO et chez le receveur de greffe ont observé la population totale de PBMC ou de lymphocytes T, en utilisant des stimulations mitogéniques. Cependant, pour bien comprendre le potentiel, la dynamique de différenciation et de reconstitution des lymphocytes T du SCO, il est primordial d’étudier une population spécifique à un antigène et de mesurer des réponses antigéniques plutôt que mitogéniques.  V. 1. MODÈLE D’ÉTUDE : LES LYMPHOCYTES T SPÉCIFIQUES À MELAN-A Les lymphocytes T du SCO sont majoritairement préimmuns. La quasi-totalité des populations pré-immunes de lymphocytes T spécifiques à un même antigène sont 
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indétectables ex vivo avec un échantillonnage de quelques millions de PBMC, représentant moins d’une cellule sur 10 000 (Alanio et al., 2010). À ce jour, il existe un seul répertoire préimmun suffisamment abondant pour être détecté ex vivo chez l’homme par marquage avec des complexes CMH-p tétramériques (Altman et al., 1996): les lymphocytes T spécifiques au complexe HLA -A2:Melan-A26-35. Cette population a d’abord été identifiée lors de l’étude de la réponse T dirigée contre un antigène tumoral. En effet, l’immunogénicité du peptide (E)AAGIGILTV (26)27–35 (Coulie et al., 1994; Kawakami et al., 1994a) en a fait une cible attrayante pour développer des vaccins contre le mélanome. Ce peptide est dérivé du domaine transmembranaire de Melan-A/MART-1 (« melanoma antigen A » et « melanoma antigen recognized by T cells 1 »), une protéine de type III (Rimoldi et al., 2001), et est reconnu par les cellules T CD8+ dans le contexte du HLA-A2*0201 (Kawakami et al., 1994b; Romero et al., 1997). Ce peptide immunodominant a été légèrement modifié pour augmenter la stabilité du complexe CMH-p en remplaçant l’alanine à la position 27 par une leucine : ELAGIGILTV (Melan-A26-35A27L) (Valmori et al., 1998).  
À l’aide du tétramère HLA-A2 :Melan-A26-35A27L, il a ensuite été démontré qu’on pouvait détecter des lymphocytes T spécifiques à Melan-A dans le sang périphérique d’individus sains (Pittet et al., 1999; Romero et al., 1998) (Figure 9). L’équipe de Pedro Romero a montré que des cellules T naïves capables de se lier à Melan-A26-35A27L complexé au HLA-A2 constituent environ 1/1000 des cellules T CD8+ périphériques, représentant un total de 108 cellules par individu, ce qui s’approche de la taille moyenne d’un pool de cellules T CD8+ mémoires spécifiques à un antigène (Figure 9). Zippelius et al. ont démontré que la prédominance relative de ce répertoire en périphérie était causée par une grande production de ces lymphocytes T par le thymus (1/2000 thymocytes CD8+) (Figure 9). Ces cellules subissent ensuite en moyenne 3 cycles de prolifération en périphérie (Zippelius et 
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al., 2002). Le complexe HLA-A2-Melan-A26-35 ne semble pas être présenté dans les ganglions lymphatiques qui drainent la peau car la population spécifique retient un phénotype naïf en périphérie (Pittet et al., 2002). Les ligands impliqués dans la sélection de ce répertoire n’ont pas été caractérisés et l’expression de l’ARN messager de la protéine Melan-A n’a pas été détectée au sein du thymus. Il est possible que ce répertoire soit sélectionné à partir de séquences peptidiques ayant une réactivité croisée. 
Plusieurs hypothèses ont été émises pour expliquer la production élevée de ce répertoire spécifique à un complexe CMH-p du soi. La grande taille de ce répertoire pourrait être reliée à un manque de présentation de ces CMH-p par les cellules présentatrices d’antigènes qui induisent la délétion clonale dans le thymus. Il est aussi possible que le complexe HLA-A2:Melan-A26-35 représente une structure «dégénérée», facilement reconnue par différentes structures de TCR spécifiques à d’autres antigènes et aussi à Melan-A. L’équipe de Doherty a démontré que des peptides contenant des acides aminés en contact avec le TCR avec des chaines latérales proéminentes stimulaient une population de lymphocytes T CD8+ avec une plus grande diversité du TCR que les peptides avec de petites chaines latérales (Turner et al., 2005). La règle « une cellule = une spécificité » ne s’appliquerait pas à ce répertoire mais plutôt « une cellule = plusieurs spécificités » (Eisen, 2001). Le répertoire anti-Melan-A ne serait donc pas complètement préimmun (en tout cas envers d’autres antigènes) et composé d’une population mixte de lymphocytes T avec des réactivités croisées. En outre, le répertoire de lymphocytes T spécifique à HLA-A2 :Melan-A serait également composé de lymphocytes T mémoires spécifiques d’un antigène de Mycobacterium tuberculosis chez certains individus sains (Voelter et al., 2008). Finalement, c’est peut-être par hasard que la conformation HLA-A2:Melan-A semble permettre la reconnaissance par de nombreux TCR différents, menant à la prédominance relative de ce répertoire. Le cristal du complexe 
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TCR/CMH ne montre d’ailleurs aucune particularité (Sliz et al., 2001). Il est aussi possible que ce répertoire antigénique naïf présent en abondance utilise des TCR qui sont produits plus fréquemment par recombinaison V(D)J que d’autres TCR (répertoire public). Ceci est possible car les segments D ont des séquences très similaires qui peuvent devenir identiques par l’addition ou la délétion aléatoire de nucléotides (Venturi et al., 2008). Ce phénomène est amplifié par la redondance du code génétique où plusieurs acides aminés sont codés par plus d’un codon. À ce sujet, il a été démontré que des lymphocytes T spécifiques à Melan-A chez différents patients portaient un TCR utilisant la région TRAV2 (Dutoit et al., 2002b; Sensi et al., 1995).  
Il est à noter que des lymphocytes T naïfs spécifiques à HLA-A2:Melan-A26-35A27L sont également détectés en grande quantité chez les individus HLA-A2- (Dutoit et al., 2002a; Pittet et al., 2006). Le complexe HLA-A2:Melan-A étant reconnu par un grand nombre de TCR chez les individus HLA-A2, il n’est pas étonnant qu’il le soit aussi chez les individus non-HLA-A2, suggérant que ce n’est probablement pas au niveau de la sélection thymique que ce répertoire est favorisé, mais bien qu’il s’agit d’un complexe CMH-peptide facilement ou fréquemment reconnu par les TCR.  
De part sa haute fréquence en périphérie et son abondance chez la majorité des individus, le répertoire de lymphocytes T spécifiques à HLA-A2:Melan-A constitue ainsi un outil unique pour détecter et étudier la fonctionnalité des lymphocytes T naïfs présents dans le sang de cordon ombilical et transférés au patient. 
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Figure 9: Comparaison entre les répertoires de lymphocytes T spécifiques à Melan-A et spécifiques au virus de l’influenza. Adaptée de Pittet et al., 2002. 
 
 
VI-  OBJECTIFS 
 1) Caractériser la fonctionnalité des lymphocytes T CD8+ du sang de cordon ombilical. 
 2) Documenter leur évolution, leur reconstitution et leur potentiel fonctionnel suite à la transplantation de sang de cordon ombilical. 
 3) Caractériser les réponses lymphocytaires T spécifiques à CMV et à VZV suivant la transplantation de sang de cordon ombilical. 
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VII- HYPOTHÈSES   1) Les lymphocytes T CD8+ du sang de cordon sont fonctionnels et non pas simplement immatures. 
 2) Les lymphocytes T CD8+ du sang de cordon ombilical persistent temporairement chez le receveur et se différencient en populations effectrices. Le répertoire naïf et fonctionnel est restauré suite à l’initiation de la thymopoïèse. 
 3) Le développement de réponses lymphocytaires productrices d’IFN-γ protège les receveurs pédiatriques de sang de cordon ombilical contre les infections CMV et VZV.  
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UMBILICAL CORD BLOOD T CELLS RESPOND AGAINST THE MELAN-A/MART-1 TUMOR ANTIGEN AND EXHIBIT REDUCED ALLOREACTIVITY AS COMPARED WITH ADULT BLOOD-DERIVED T CELLS 
Running title: Functional Melan-A-specific T cells in cord blood.    
Natacha Merindol*†‡, Anne-Julie Grenier*†‡, Martine Caty*, Emily Charrier†§, Arnaud Duval†‡¶, Michel Duval†║#, Martin A. Champagne║#**, and Hugo Soudeyns*†‡#2. 
 
*Unité d’immunopathologie virale and †Groupe de recherche en transplantation et immunologie du sang de cordon (GRETISC), Centre de recherche du CHU Sainte-Justine; 
‡Department of Microbiology & Immunology, Faculty of Medicine, Université de Montréal; 
§Department of Biomedical Sciences, Faculty of Medicine, Université de Montréal; 
¶Laboratoire d’immunopathologie animale et humaine, Centre de recherche du CHU Sainte-Justine; ║Service d’hémato-oncologie, CHU Sainte-Justine; #Department of Pediatrics, Faculty of Medicine, Université de Montréal, Montreal, Quebec, Canada. **Present address: Héma-Québec, St-Laurent, Quebec H4R 2W7, Canada.  
1Supported by grants from le Fonds de la recherche en santé du Québec (FRSQ) and Héma-Québec (Quebec, Canada). 
2Address correspondence and reprint requests to Dr. Hugo Soudeyns, Unité d’immunopathologie virale, Centre de recherche du CHU Sainte-Justine, 3175 côte Sainte-Catherine, room 6735, Montreal, Quebec, H3T 1C5, Canada. 
Key words: Human; T cells, cytotoxic; transplantation; tumor immunity. 
[Status: published in Journal of Immunology: 2010 Jul 15; 185(2):856-66]. 
  63 
ABSTRACT Umbilical cord blood (UCB) is increasingly used as a source of hematopoietic progenitor cells to treat a variety of disorders. UCB transplant (UCBT) is associated with comparatively reduced incidence of graft versus host disease (GVHD), robust graft versus leukemia effect, and relatively high incidence of opportunistic infections (OI), three processes in which donor-derived T lymphocytes are known to be predominantly involved. To examine the differential functionality of UCB T cells, CD8+ T cells specific for the melanoma-associated HLA-A2-restricted Melan-A26-35 A27L peptide were isolated from HLA-A2+ and HLA-A2- UCB samples and HLA-A2+ and HLA-A2- adult peripheral blood (AB) using A2/Melan-A tetramers. In UCB samples, A2/Melan-A+ CD8+ T cells were detected at a frequency of 0.04%, were more frequent in HLA-A2+ UCB, were polyclonal, and mostly naïve. Consistent with antigen-driven expansion, the frequency of A2/Melan-A+ CD8+ T cells was increased following stimulation with cognate peptide or polyclonal activation, they acquired cell surface markers reflective of effector/memory differentiation, their T cell receptor repertoire became oligoclonal, and they expressed cytolytic activity and produced IFN-γ. While functional properties of A2/Melan-A+ CD8+ T cells derived from HLA-A2+ UCB resembled those of HLA-A2+ AB, they were more likely to reach terminal differentiation following polyclonal stimulation and produced less IFN-γ in response to cognate peptide. A2/Melan-A+ CD8+ T cells from HLA-A2- UCB were poorly cytolytic, produced little IFN-γ, and were predominantly monofunctional or non-functional. These properties of UCB-derived CD8+ T cells could contribute to the reduced incidence of GVHD and heightened incidence of OI observed following UCBT.  
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INTRODUCTION Following hematopoietic stem cell (HSC) transplant, donor-derived T lymphocytes play a key role in the pathogenesis of graft versus host disease (GVHD) (1). In addition, until immune reconstitution is achieved, protective antiviral and anti-tumoral immune responses in the host largely depend on the activity of post-thymic T cells that are infused with the HSC grafts (1,2). Unrelated umbilical cord blood (UCB) is increasingly being used as a source of cells for patients in need of HSC transplant (3). In comparison to other HSC sources such as bone marrow or peripheral blood, UCB transplant (UCBT) is characterized by a lower incidence and severity of GVHD, a robust graft versus leukemia effect, but a relatively high incidence of opportunistic infections (OI) that represent the most important cause of mortality in graft recipients during the first 6 months post-transplant (4,5). These differences in clinical outcome raise important questions regarding the phenotype and functional properties of UCB-derived T lymphocytes. On the one hand, as compared with T cells isolated from adults, UCB T cells have long been considered « immature » based on their reduced capacity for TH1/TC1 cytokine production and diminished cytolytic activity (6-9). On the other hand, neonatal T cells can mediate alloreactivity (10) and mount efficient antiviral immune responses against CMV, influenza virus, and HIV-1, indicating that they can exhibit functional properties in some settings (11,12). Indeed, to this day, there is a paucity of data on the differential functionality of preimmune antigen-specific CD8+ T cells in UCB as compared with adult peripheral blood (AB).  
 
CD8+ T cells that recognize the Melan-A26-35 A27L peptide presented in the context of HLA-A2 can be isolated from peripheral blood and UCB (13). These cells are thought to represent the only preimmune T cell repertoire that can be studied in humans (14). Interestingly, 
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A2/Melan-A+ T cells can be reproducibly isolated from blood samples derived from HLA-A2- subjects, providing an opportunity to compare T cell responses directed against HLA-identical and HLA-disparate targets (15). Here, approaches based on peptide-MHC tetramers were used to characterize the phenotype and immunologic properties of Melan-A-specific CD8+ T cells derived from HLA-A2+ and HLA-A2- UCB in order to address lingering questions concerning the functional capabilities of UCB-derived T cells and to gain insight into the role they play in cell-mediated immune responses in the graft recipient following UCBT. Results revealed that UCB-derived A2/Melan-A+ CD8+ T cells were clonally diversified. Following polyclonal activation or stimulation with cognate peptide, these cells underwent oligoclonal expansion, exhibited cytolytic activity, produced IFN-γ, and acquired cell surface markers reflective of effector/memory differentiation. At the functional level, A2/Melan-A+ CD8+ T cells derived from HLA-A2+ UCB exhibited properties that were similar to those observed in HLA-A2+ AB but were more likely to achieve terminal differentiation following polyclonal activation and produced significantly less IFN-γ on a per clone basis. In contrast, A2/Melan-A+ CD8+ T cells from HLA-A2- UCB were comparatively less cytolytic, produced less IFN-γ, and were more likely to be monofunctional or non-functional.  
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MATERIALS AND METHODS 
Procurement of UCB and AB samples 
This study was approved by the Institutional Review Board of CHU Sainte-Justine, Montreal. Full informed consent was obtained from all study participants. Samples of UCB mononuclear cells (UCBMC; n = 26) were obtained from the Cord Blood Research Bank maintained by GRETISC, CHU Sainte-Justine, Montreal. AB samples (n = 14) were obtained from healthy adult volunteers. UCBMCs and PBMCs were isolated on Ficoll-Hypaque (Amersham Biosciences, Sweden) and cryopreserved in 90% v/v FBS (Invitrogen, Burlington, Canada) supplemented with 10% v/v DMSO. HLA typing was performed using the line probe assay (Innogenetics, Gent, Belgium) (Supplemental Table 2.I).  
 
Generation of T cell microcultures 
Frozen UCBMC were thawed and cultured for 24 h in RPMI 1640 supplemented with 
20% v/v FBS. Cells were seeded at 1,000 cells/well in 96-well round-bottom plates and 
were co-cultured with 8 x 104 irradiated (300 Gy) 221.A2 cells (EBV-transformed B 
lymphoblastoïd cell line expressing HLA-A2*0201; kindly provided by Cassian Yee, 
University of Washington, Seattle, WA) (16) pulsed with the HLA-A2-restricted 
modified Melan-A26-35 A27L peptide (ELAGIGILTV) (Peptide Synthesis Core Facility, 
CHUL, Quebec, Canada). T cell microcultures were maintained in RPMI 1640 
supplemented with 10% v/v FBS, 50 UI/ml recombinant human IL-2 (Hoffmann-La 
Roche, Mississauga, Canada), and 10 ng/ml recombinant human IL-7 (R&D Systems, 
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Minneapolis, MN). Medium was replenished biweekly. Effector cells were re-stimulated 
weekly for 3 weeks with irradiated, peptide-pulsed 221.A2 cells.  
 
Immunophenotyping, peptide-MHC tetramer staining and cell sorting Multiparameter fluorescence activated cell sorting was performed on thawed UCBMC. A minimum of 1 x 105 CD8+ T cells were analyzed. To detect Melan-A-specific T cells in UCBMC, T cell microcultures, and expanded T cell clones, biotinylated HLA-A2 monomers were refolded around Melan-A26-35 A27L or CMVpp65 (NLVPMVATV) peptides (CANVAC, Montreal, Canada) and were tetramerized using PE-conjugated Extravidin (Sigma, St. Louis, MO) or allophycocyanin (APC)-conjugated streptavidin (BD Biosciences, San Diego, CA). The following mAbs were used: Alexa 700-conjugated anti-CD3 (UCHT1), Pacific Blue-conjugated anti-CD8 (RPA-T8), PE-Cy7-conjugated anti-CCR7 (3D12), PE-conjugated or APC-conjugated anti-CD27 (M-T271), and FITC-conjugated anti-CD45RA (HI100) (BD Biosciences). UCBMC, in vitro-generated T cell microcultures, or expanded T cell clones were incubated for 15 min at 37°C with 0.3 µg peptide-MHC tetramers/1 x 106 cells. MAbs for cell-surface staining were then added and cells were incubated for 30 min at room temperature. Tetramer-specific CD8+ cells were sorted at low pressure in 100% v/v FBS, using a FACSAria flow cytometer equipped with FACSDiva software (BD Biosciences). Compensation was performed with single fluorochromes and CompBeadsTM (BD Biosciences). Logical gates were set using fluorescence-minus-one controls. Lymphocytes were gated according to forward/side scatter. Melan-A specific T cells were gated based on expression of CD3 and CD8 (17). Analysis of cell-surface markers was performed using FCS Express Version 3 software (De Novo Software, Los Angeles, CA).  
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Expansion of sorted T cells 
Tetramer-sorted T cells from UCB or AB were directly seeded at 1-3 cells/well in 96-well round-bottom plates and were co-cultured with 8 x 104 irradiated (300 Gy) 221.A2 cells/well in RPMI 1640 supplemented with 50% v/v FBS, 50 UI/ml rhIL-2, and 1 µg/ml PHA (Sigma). After 48 h, medium was replaced with RPMI 1640 supplemented with 20% v/v FBS, 50 UI/ml IL-2, 1 µg/ml PHA, and 10 ng/ml IL-7 (16). Medium was changed every 2-3 days and 2 x 104 irradiated 221.A2 cells/well were added once a week for 3 weeks.  
 
Cytotoxicity testing 
Cytolytic activity of T cell microcultures and expanded T cells was measured using a conventional 4 h 51Cr release assay (18). 51Cr-labeled targets were 221.A2 cells pulsed with cognate Melan-A26-35 A27L or control hepatitis C virus NS3-1406 peptide (KLVALGINAV). Effector: target ratio was 10:1 (2 x 103 target cells/well).  
 
ELISPOT 
IFN-γ secretion by T cell microcultures and expanded T cells was measured using ELISPOT (19). Briefly, the wells of a polyvinylidene difluoride-backed microtiter plate (Millipore, Bedford, MA) were coated with anti-human IFN-γ capture Ab (clone NIB42, BD Biosciences) overnight at 4°C and were then incubated for 2 h at 37°C in RPMI 1640 medium supplemented with 10% v/v FBS. T cell microcultures or expanded T cell clones (see above) were seeded at 1 × 104 cells/well on Ab-coated plates and were incubated for 2 h. Irradiated 
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221.A2 cells (5 × 104 cells/well) pulsed with appropriate peptides (Melan-A26-35 A27L or NS3-1406) were then added. As a positive control, effector cells were incubated with 0.5 µg/ml anti-CD3 (Sanquin, Amsterdam, Netherlands). Following 22 h of incubation, plates were washed extensively and were incubated with biotinylated IFN-γ detection mAb (clone 4S.B3; BD Biosciences) and alkaline phosphatase-conjugated streptavidin (Bio-Rad, Hercules, CA). Plates were washed and incubated with BCIP/NBT-plus substrate solution (Bio-Rad). Spots were counted on an Immunospot 3A Analyser (CTL Technology Ltd., Shaker Heights, OH).  
 
Amplification and sequencing of TCR β chain transcripts 
Total mRNA was extracted from pellets of tetramer-sorted cells (150-1,500 cells) using the Picopure system (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). The TCR β chain variable region (TRBV) mRNA, including complementarity-determining region 3 (CDR3), was reverse transcribed and corresponding cDNA was amplified by PCR (40 cycles) using universal primers, as described previously (20). PCR products were subcloned into the TOPO TA cloning vector (Invitrogen) and sequenced (CHUL, Quebec, Canada). Identification of TRBV and TRBJ segments and determination of CDR3 length and amino-acid sequences was performed using IMGT/V-QUEST and confirmed manually (21). 
 
Statistical analysis 
Normality of the distribution of sample data was assessed using the D’Agostino and Pearson normality omnibus test. Statistical significance in between-groups comparisons was 
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assessed using the Mann-Whitney U test. The Chi-square test was used to examine categorical data. Spearman correlation and linear regression analysis were used to test correlations between groups. p values < 0.05 were considered statistically significant. All analyses were performed using GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, San Diego, CA).  
 
 
 
RESULTS 
Melan-A-specific T cells are detectable in umbilical cord blood.  
The presence of Melan-A-specific CD8+ T cells was estimated in UCB (HLA-A2+, n=12; HLA-A2-, n=14) and AB (HLA-A2+, n=5; HLA-A2-, n=9) using Melan-A26-35 A27L-HLA-A2  tetramers (A2/Melan-A). A2/Melan-A-specific T cells were detected in 19 of 26 (73.1%) UCBMC samples tested, with a median frequency of 0.04%. Of these, 10 of 12 (83.3%) HLA-A2+ UCBMC samples were A2/Melan-A+, and the median frequency of A2/Melan-A+ cells was 0.07% of CD8+ T cells. Nine of 14 (64.3%) of HLA-A2- UCBMC samples were also A2/Melan-A+, and the median frequency of A2/Melan-A+ cells was 0.04% of CD8+ T cells. Of 15 AB samples tested, 4 of 5 (80.0%) HLA-A2+ AB samples were A2/Melan-A+, with a median frequency of 0.06%. In comparison, 4 of 9 (44.4%) HLA-A2- AB samples were A2/Melan-A+, with a median frequency of A2/Melan-A+ T cells of 0.00%. The median frequency of A2/Melan-A+ CD8+ T cells was higher in HLA-A2+ UCB and HLA-A2+ AB samples than in HLA-A2- UCB and HLA-A2- AB samples, respectively, but the difference was statistically significant  in the case of AB only (p=0.0580 and p= 0.0415, respectively) (Figure 2.1A). 
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Melan-A-specific T cells from umbilical cord blood express a naïve phenotype.  
To gain insight into the differentiation pattern and proliferative history of A2/Melan-A+ CD8+ T cells from UCB, cell-surface expression of CD45RA, CCR7 and CD27 was examined, allowing the stratification of CD8+ T cells into 6 distinct subpopulations: a) naïve (CD45RA+CCR7+CD27+); b) central memory (CM) (CD45RA-CCR7+CD27+); c) effector memory (EM) (CD45RA-CCR7-), which includes EM1-2 (CD27+) and EM3-4 (CD27-); and d) effectors (CD45RA+CCR7-), which includes EMRA (CD27+) and terminally-differentiated EMRA-E (CD27-) (22). A2/Melan-A+ CD8+ T cell populations from HLA-A2+ and HLA-A2- UCB comprised a large majority of cells expressing a naïve phenotype (96.6 ± 13.7%, and 95.8 ± 11.7%, respectively) (Figure 2.1C). While most A2/Melan-A+ CD8+ T cells from HLA-A2+ and HLA-A2- AB were naïve (61.9 ± 23.1%, and 77.6 ± 18.1%, respectively), they also comprised effectors (26.8 ± 29.6%, and 8.14 ± 12.2%, respectively) that could be further subdivided into EMRA (8.60 ± 8.40%, and 4.54 ± 8.16%, respectively) and EMRA-E (18.2 ± 21.2%, and 3.60 ± 4.04%, respectively) (Figure 2.1B and 2.1C). Thus, freshly isolated Melan-A-specific CD8+ T cells from UCB are less differentiated than their AB counterparts.  
 
The Melan-A specific CD8+ T cell repertoire in UCB is polyclonal and highly 
diversified.  
To study the diversity and dynamics of the Melan-A-specific CD8+ T cell compartment, the repertoire of TCR β chain genes expressed by sorted A2/Melan-A+ CD8+ T cells was examined using PCR amplification, cloning, and sequencing in absence of in vitro stimulation. This analysis revealed that the clonal diversity of freshly isolated A2/Melan-A+ CD8+ T cells was significantly lower in HLA-A2+ than in HLA-A2- UCB samples (p = 0.0143) 
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(Figure 2.2A). Clonal diversity was also examined in terms of TRBV gene usage, TRBJ gene usage, and CDR3 length, which represent 3 important structural determinants of antigen recognition by the TCR (23). Though the profiles were similar, TRBV and TRBJ gene usage was broader in A2/Melan-A+ CD8+ T cells isolated from HLA-A2- UCB samples, as compared with those derived from HLA-A2+ UCB samples (Figure 2.2B). In both HLA-A2+ and HLA-A2- UCB samples, the distribution of CDR3 lengths in A2/Melan-A+ CD8+ T cells was quasi-Gaussian (p = 0.5680), consistent with a pre-immune repertoire (Figure 2.2B) (24,25). 
 
Oligoclonal expansion of UCB-derived A2/Melan-A+ T cells.  
The capacity of A2/Melan-A+ CD8+ T cells derived from HLA-A2+ and HLA-A2- UCB to proliferate in response to stimulation with cognate peptide was then assessed. Unsorted UCBMC samples were seeded at 1,000 cells/well and cultured for two weeks with IL-2, IL-7, Melan-A26-35 A27L peptide, and irradiated 221.A2 cells. 96 microcultures per UCB sample were pooled and characterized by flow cytometry. The proportion of A2/Melan-A+ T cells in CD8+ T cells was significantly increased in HLA-A2+ and HLA-A2- UCB samples (p < 0.0001 and p = 0.0003, respectively) following stimulation with Melan-A26-35 A27L (Figure 2.3A). The overall proportion of CD8+ T cells was also significantly increased (p < 0.0001) (Figure 2.3B). Similar levels of expansion were observed in AB samples (data not shown). In addition, the frequency of A2/Melan-A+ CD8+ T cells following in vitro peptide stimulation was significantly correlated with the proportion of A2/Melan-A+ CD8+ T lymphocytes in freshly isolated cell samples (p < 0.0001) (Figure 2.3C).  
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Next, the diversity of the Melan-A-specific T cell repertoire was examined following stimulation with cognate peptide. Tetramer-sorted A2/Melan-A+ T cells derived from peptide-stimulated UCB microcultures showed significantly lower levels of clonal diversity as compared with freshly isolated A2/Melan-A+ T cells (p = 0.0325; HLA-A2+ and HLA-A2- samples analyzed together) (Figure 2.4A). In contrast to what was observed in freshly isolated cells (Figure 2.2), clonal diversity was lower in UCB-derived A2/Melan-A+ CD8+ T cells isolated from HLA-A2- donors, as compared to HLA-A2+ donors, though not significantly so (p = 0.125) (Figure 2.4B). TRBV3-1, TRBV5-6 and TRBV9 accounted for 81.0% of total TRBV usage in sequences derived from HLA-A2+ UCB samples, while TRBV11-2 accounted for 64.0% of TRBV usage in sequences derived from HLA-A2- UCB samples (Figure 2.4C). TCR usage in terms of CDR3 length distribution was narrower after culture, both in T cell microcultures derived from HLA-A2+ and HLA-A2- UCB samples (Figure 2.2B and Figure 2.4C). These results demonstrate that A2/Melan-A+ CD8+ T cells can undergo oligoclonal expansion following stimulation with cognate peptide, irrespective of whether they were derived from HLA-A2+ or HLA-A2- UCB.  
 
Differentiation and antigen-specific cytotoxic activity of UCB-derived Melan-A-
specific T cells. 
As A2/Melan-A+ CD8+ T cells underwent oligoclonal expansion following stimulation with cognate peptide, it was important to assess whether this proliferation was accompanied by phenotypic and/or functional differentiation. To address this issue, 3 sets of experiments were performed. First, total UCBMC (1,000 cells per well) were plated on irradiated feeder cells and stimulated with the Melan-A 26-35A27L peptide, IL-2 and IL-7 for 2 weeks. In HLA-
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A2+ UCB samples, a mean of 49.9 ± 14.0% of peptide-stimulated A2/Melan-A+ CD8+ T cells retained a naïve phenotype. Others mainly differentiated into EMRA (35.1 ± 12.1%) and EMRA-E (8.05 ± 6.56%) (Figure 2.5A). Similarly, in HLA-A2- UCB samples, a mean of 53.5 ± 3.35% of peptide-stimulated A2/Melan-A+ CD8+ T cells remained naïve, while others differentiated into EMRA (37.2 ± 1.13%) and EMRA-E (6.30 ± 1.6%) (Figure 2.5A).  
 
In separate experiments, sorted A2/Melan-A+ CD8+ T cells derived from HLA-A2+ and HLA-A2- UCBMC and AB samples were expanded in the presence of IL-2, IL-7 and PHA to avoid biasing the T cell repertoire (26). After 14 days, 16.3 ± 23.5% of expanded A2/Melan-A+ cells from HLA-A2+ UCB samples retained a naïve phenotype, 1.82 ± 2.48% differentiated into CM, 7.85 ± 8.53 % into EM1-2, 22.4 ± 22.3% into EM3-4, 20.8 ± 25.9% into EMRA, and 30.8 ± 13.7% into EMRA-E (Figure 2.5B). In contrast, 26.5 ± 28.1% of expanded A2/Melan-A+ cells from HLA-A2+ AB remained naïve, 1.23 ± 0.56% became CM, 17.8 ± 13.2 % became EM1-2, 10.7 ± 19.5% became EM3-4, 26.0 ± 39.7% became EMRA, but only 3.16 ± 2.73% differentiated into EMRA-E (Figure 2.5C). Similarly, 28.4 ± 32.5% of expanded A2/Melan-A+ cells from HLA-A2- UCB samples differentiated into EMRA-E, whereas only 8.80 ± 10.6% of expanded A2/Melan-A+ cells from HLA-A2- AB achieved terminal differentiation (Figures 2.5B and 2.5C). Control stainings with CMVpp65-HLA-A2 tetramers were uniformly negative (data not shown). Taken together, these results indicate that: a) stimulation with cognate peptide or polyclonal stimulation with PHA leads to the differentiation of Melan-A-specific T cells derived from HLA-A2+ and HLA-A2- UCB into various memory and effector subtypes; and b) following PHA stimulation, a larger proportion of Melan-A-specific UCB-derived T cells express a terminally-differentiated phenotype than AB-derived T cells.  
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Unsorted UCBMC and unsorted PBMC from AB stimulated with Melan-A26-35 A27L were then tested for cytolytic activity. Cytolytic microcultures were detected in all HLA-A2+ and HLA-A2-UCB and AB samples tested. The median frequency of T cell microcultures expressing cytolytic activity was equivalent between HLA-A2+ UCBMC and HLA-A2+ AB (p = 0.1868), but was lower in HLA-A2- UCBMC in comparison with HLA-A2- AB and HLA-A2+ UCBMC (p = 0.0242 and p = 0.0058, respectively) (Figure 2.6A). Furthermore, the median percent specific cytotoxicity was higher in T cell microcultures derived from HLA-A2+ UCBMC than in corresponding microcultures derived from HLA-A2+ AB (p = 0.0092), and similar between HLA-A2+ and HLA-A2- UCB-derived microcultures and between HLA-A2- UCB- and AB-derived microcultures (p = 0.0923 and p = 0.3134, respectively) (Figure 2.6B). Cytolytic activity was also measured in tetramer-sorted A2/Melan-A+ CD8+ T cell clones following PHA-driven expansion: again the median frequency of cytolytic T cell clones was equivalent between HLA-A2+ UCB- and HLA-A2+ AB-derived microcultures, and was lower in HLA-A2- samples as compared to HLA-A2- AB samples (p = 0.0028). Of note, the median frequency of cytolytic T cell clones was higher in HLA-A2+ UCB samples as compared with HLA-A2- UCB, but this difference did not reach statistical significance (p = 0.1112) (Figure 2.6C). Likewise, median specific cytolytic activity was similar between HLA-A2+ UCB samples and HLA-A2+ AB samples (p = 0.2956) and lower in A2/Melan-A+ T cell clones derived from HLA-A2- UCB donors as compared with clones derived from HLA-A2- AB (p = 0.0094) (Figure 2.6D). These results indicate that the cytolytic activity of HLA-A2+ UCB-derived Melan-A-specific T cells is equivalent to that of AB-derived T cells, whereas the cytolytic activity of Melan-A-specific T cells derived from HLA-A2- UCB is comparatively impaired.  
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Melan-A-specific UCB-derived T cells can specifically secrete IFN-γ.  
To further characterize the functionality of A2/Melan-A+ T cells from UCBMC, production of IFN-γ by expanded A2/Melan-A+ CD8+ T cell clones was examined using ELISPOT. A median of 76.7 %, 33.3%, 87.5%, and 55.0% of HLA-A2+ UCBMC, HLA-A2- UCBMC, HLA-A2+ AB, and HLA-A2- AB-derived T cell clones, respectively, were able to produce above-threshold levels of IFN-γ in the presence of 221.A2 cells sensitized with Melan-A26-35 A27L, as compared with unpulsed targets or targets sensitized with control peptide NS3-1406. The frequency of expanded A2/Melan-A+ CD8+ T cell clones that produced IFN-γ was equivalent between HLA-A2+ UCB and HLA-A2+ AB samples (p = 0.0727), and was significantly lower when they were derived from HLA-A2- UCB as compared to HLA-A2+ UCB (p = 0.0122) but not to HLA-A2- AB (p = 0.0741) (Figure 2.6E). Interestingly, differences in numbers of IFN-γ-producing cells on a per clone basis were also observed among the four groups: expanded A2/Melan-A+ CD8+ T cell clones derived from HLA-A2+ and HLA-A2- UCB comprised significantly less cells that produced IFN-γ in response to cognate peptide than HLA-A2+ and HLA-A2- AB-derived T cell clones (p < 0.0001 and p = 0.0687, respectively) (Figure 2.6F). In summary, these data indicate that: a) polyclonal stimulation leads to the differentiation of UCB-derived and AB-derived Melan-A-specific T cells into IFN-γ producing cells; b) the frequency of Melan-A-specific T cells that produce IFN-γ is higher in AB and HLA-A2+ UCB than in HLA-A2- UCB; and c) expanded A2/Melan-A+ CD8+ T cell clones derived from AB are more potent IFN-γ producers than those derived from UCB.  
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Expanded A2/Melan-A+ CD8+ T cells exhibit polyfunctional characteristics. Polyfunctionality of CD8+ T cells is an important characteristic of cell-mediated immune responses (23). Overall, secretion of IFN-γ by expanded A2/Melan-A+ CD8+ T cells sorted from HLA-A2+ and HLA-A2- UCBMC samples was positively correlated with their cytolytic activity (p < 0.0001) (Figure 2.7A). In order to examine this association, expanded T cells derived from HLA-A2+ and HLA-A2- UCBMC and AB were scored according to the presence of cytolytic activity (CTL) and IFN-γ production, i.e. CTL-IFN-γ- (0 functions), CTL+IFN-γ-/CTL-IFN-γ+ (monofunctional), or CTL+IFN-γ+ (bifunctional). This analysis revealed that 57.2% of expanded A2/Melan-A+ CD8+ T cell clones derived from HLA-A2+ UCB were monofunctional, 48.8% of expanded A2/Melan-A+ CD8+ T cell clones derived from HLA-A2- UCB neither produced IFN-γ nor exhibited cytolytic activity, 52.9% of expanded A2/Melan-A+ CD8+ T cell clones derived from HLA-A2+ AB were bifunctional, and 45.8% of expanded A2/Melan-A+ CD8+ T cell clones derived from HLA-A2- AB were monofunctional (Figure 2.7B). Overall, the polyfunctionality profile expressed by HLA-A2+ UCB T cells significantly differed from that expressed by HLA-A2- UCB T cells and HLA-A2+ AB T cells (p < 0.0001 in both cases). In contrast, the polyfunctionality profiles displayed by HLA-A2- UCB T cells did not significantly deviate from that of HLA-A2- AB T cells (p = 0.8220). These data demonstrate that a proportion of Melan-A-specific T cells derived from HLA-A2+ UCB exhibit bifunctional properties following polyclonal expansion, though this proportion is lower than that observed in HLA-A2+ AB-derived Melan-A-specific T cells. Furthermore, when evaluation was made on a per sample basis, expanded A2/Melan-A+ CD8+ T cells were less likely to be non-functional and more likely to be monofunctional when they were derived from HLA-A2+ UCB as compared with HLA-A2- UCB (p = 0.0082 and p = 0.0115,  respectively). However, on a per sample basis, the likelihood of expanded A2/Melan-A+ 
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CD8+ T cells to be bifunctional was not significantly different whether they were derived from HLA-A2+ or HLA-A2- UCB (Figure 2.7C).   
 
 
DISCUSSION In this report, the functionality of UCB-derived antigen-specific and alloreactive T cells was studied to revisit the so-called immaturity of this T cell subset and provide a rationale for the reduced incidence of GVHD and higher incidence of OI following UCBT. Using peptide-MHC tetramers, Melan-A-specific CD8+ T cells were detected in HLA-A2+ UCB at a frequency noninferior to that observed in HLA-A2+ AB. Consistent with these observations, A2/Melan-A+ CD8+ T cells were also detected in HLA-A2- UCB, but their frequency was lower than that observed in HLA-A2+ UCB.  
 
Unlike what was observed in AB, most A2/Melan-A+ CD8+ T cells from UCB expressed cell-surface markers indicative of a preimmune, naïve phenotype, and displayed a diversified and polyclonal TCR β chain repertoire. Their presence at a relatively high frequency suggests that they may have already encountered cognate antigen. Hence, A2/Melan-A+ CD8+ T lymphocytes isolated from HLA-A2+ UCB may not constitute a truly preimmune repertoire but instead represent immature/transitional T cells, i.e. cells that have not been fully activated but are not antigen-inexperienced (27).  
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T cells from UCB were previously shown to exhibit impaired proliferative capacity (6-8,28-30). In sharp contrast, results presented herein demonstrate for the first time that the A2/Melan-A+ CD8+ T cell subsets isolated from HLA-A2+ UCB are able to expand significantly following stimulation with cognate peptide. Expanded T cell populations became oligoclonal and exhibited biased TRBV and TRBJ gene usage, as well as a restricted distribution of CDR3 length. These markers of antigen-driven T cell expansion were observed in multiple studies of functional T cell responses to pathogens and tumours (20,24,31). Following UCB stimulation with cognate peptide, ~50% of A2/Melan-A+ CD8+ T cells acquired an EM or EMRA phenotype and a minority became terminally differentiated. In contrast, expansion of UCB-derived A2/Melan-A+ CD8+ T cell clones with PHA led a larger proportion to differentiate into EMRA-E as compared with AB, in which only few T cell clones became fully-differentiated EMRA-E. This was observed in both HLA-A2+ and HLA-A2- UCB and AB samples. This indicates that CD8+ T cells from UCB can differentiate following polyclonal stimulation. Moreover, they attain terminal differentiation faster and/or more directly than AB-derived CD8+ T cells, irrespective of the starting proportion of naïve T cells in AB. Similar observations were previously reported with UCB-derived CD4+ T cells (32). Alternatively, these observations could be explained by a) differing cellular subtype compositions of starting T cell populations in UCB versus AB; b) different numbers of cycles of proliferation in UCB versus AB-derived A2/Melan-A+ T cells (33); and/or c) differing rates of apoptosis in UCB versus AB-derived A2/Melan-A+ T cells (34). It is worth mentioning that T lymphocytes were cultured in the presence of IL-7, which promotes the survival of neonatal T cells (35). In theory, this peculiar property of UCB-derived CD8+ T cells could contribute to the reduced incidence and severity of GVHD observed following UCBT as compared with transplants that used other HSC sources (4,5). 
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UCB T cells were traditionally described as non-functional, immature, and susceptible to apoptosis (6,8,34). It was proposed that naïve UCB T lymphocytes became biased towards TH2 in utero by placenta-derived factors (IL-4, IL-10, TGF-β, prostaglandin E2) that are thought to be involved in the maintenance of pregnancy (36). The relative cytolytic inefficacy of UCB T cells was associated with reduced expression of granzymes and perforin (28,37). Costimulation mediated via NKG2D and Toll-like receptors was recently shown to be involved in the functional responsiveness of UCB-derived CD8+ T cells (38,39). In the present study, the frequency of T cell microcultures derived from HLA-A2+ UCB that exhibited cytolytic activity in response to cognate peptide was similar to that observed in HLA-A2+ AB. In fact, they performed significantly better than AB on a per microculture basis following stimulation with cognate peptide. This similarity was upheld when expanded A2/Melan-A+ CD8+ T cell clones were examined, as cytolytic activity displayed by HLA-A2+ UCB-derived T cells was non-inferior to that displayed by HLA-A2+ AB-derived clones.  
 
The frequency of expanded A2/Melan-A+ CD8+ T cells that produced above-threshold levels of IFN-γ in response to Melan-A26-35 A27L was similar in HLA-A2+ AB and HLA-A2+ UCB. In addition, there were comparatively more expanded HLA-A2+ AB-derived A2/Melan-A+ CD8+ T cells that produced IFN-γ in response to cognate peptide than HLA-A2+ UCB-derived A2/Melan-A+ CD8+ T cells on a per clone basis, indicating that AB-derived T cells are more robust producers of IFN-γ, a pivotal antiviral cytokine (40), than their UCB-derived counterparts. Aberrant production of the TH2 cytokine IL-13 and reduced levels of NFAT-1 in UCB T cells was shown to be associated with low levels of IFN-γ production (41,42). Close 
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examination of cytolytic activity and IFN-γ production revealed that HLA-A2+ UCB T cells were more likely to be monofunctional and HLA-A2+ AB T cells more likely to be bifunctional, underscoring the notion that UCB-derived T cells exhibit attenuated, perhaps suboptimal responses to cognate antigen. These differences could be linked to maturational stage (differential granzyme and/or perforin expression) or differential sensitivity to antigen, which can vary by orders of magnitude in T cells that recognize identical peptide-MHC complexes (43,44). In antiviral CD8+ T cell responses, functional avidity for antigen is intimately associated with polyfunctionality (44,46). As donor-derived CD8+ T cells play a key role in antiviral and antitumoral immunity in HSC transplant recipients (1,2), reduced polyfunctionality of UCB-derived CTL might contribute to the higher incidence of OI, in particular varicella zoster virus infection, that was reported in children following UCBT relative to recipients of bone marrow transplants (5). Functional impairment should also be taken into consideration when attempting to mobilize virus-specific CTL from UCB for use in the prevention and/or treatment of viral diseases following UCBT (47).  
 
Even though the restricting MHC allele is not present in the donor, A2/Melan-A+ CD8+ T cells can be reproducibly isolated from HLA-A2- blood samples, where they are thought to represent an endogenous alloreactive Melan-A-specific repertoire (15). In freshly isolated cells, clonal diversity was higher in A2/Melan-A+ CD8+ T lymphocytes from HLA-A2- UCB as compared with HLA-A2+ UCB. As A2/Melan-A+ T cells cannot be negatively selected by Melan-A:HLA-A2 peptide-MHC class I complexes during thymopoïesis in HLA-A2- subjects, highly reactive clones cannot be depleted, leading to a broad and diversified allorestricted T cell repertoire (48,49). In sharp contrast, the clonal diversity of A2/Melan-A+ CD8+ T cells following peptide stimulation was lower in microcultures derived from HLA-A2- UCB as 
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compared with those derived from HLA-A2+ UCB. To explain this finding, we hypothesize that there were fewer individual T cell clones in HLA-A2- UCB that were capable of proliferation in response to peptide stimulation. Alternatively, since high-affinity A2/Melan-A+ CD8+ T cells from HLA-A2- UCB did not undergo negative selection against cognate peptide in the context of HLA-A2, these cells could have received comparatively stronger proliferative signals following stimulation, leading to reduced peptide-specific repertoire diversity.  
 
Differentiation profiles exhibited by A2/Melan-A+ CD8+ T cells from HLA-A2+ or HLA-A2- UCB were identical irrespective of whether stimulation with cognate peptide or PHA was used, indicating that allorecognition and cognate peptide stimulation lead to similar patterns of naïve-effector-memory differentiation. However, a lower relative proportion of UCB-derived HLA-A2- T cells exhibited cytolytic activity directed against targets sensitized with peptide. This difference held true whether T cells were stimulated with cognate peptide or PHA. Reduced frequencies were not due to nonspecific staining with the A2/Melan-A26-35 A27L tetramer, as tetramer positivity was confirmed in proliferating T cells post-stimulation (data not shown). Non-functional A2/Melan-A+ CD8+ T cells have been previously described (15). While differential expression of cytotoxic granule components was not examined in the present study, it is well-established that differences in effector functions are reflected by the expression of distinct combinations of intracellular molecules associated with cell-mediated cytolytic activity (50-52). Indeed, the multifunctionality profile expressed by A2/Melan-A+ CD8+ T cells from HLA-A2- UCB markedly differed from that expressed by T cells from HLA-A2+ UCB: the former were more likely to be non-functional, whereas the latter were more likely to be mono- or bifunctional. This difference 
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is unrelated to differentiation, since A2/Melan-A+ cells from HLA-A2+ and HLA-A2- UCB display quasi-identical naïve-effector-memory population structures. As functional avidity is closely associated with cytolytic activity, rapid proliferation of high avidity A2/Melan-A+ CD8+ T cells from HLA-A2- UCB could have led to clonal exhaustion, consistent with the reduced frequency of cytolytic T cells that was observed following peptide stimulation or polyclonal activation. Alternatively, It is possible that tetramer staining by itself led to clonal deletion of high-affinity A2/Melan-A+ CD8+ T cells from HLA-A2- UCB, as highly antigen-sensitive CTL can be killed by A2/Melan-A tetramers (53,54). These two models are compatible with the lower levels of clonal diversity that were observed in expanded A2/Melan-A+ CD8+ T cells isolated from HLA-A2- UCB following stimulation with cognate peptide. Taken together, these results underscore fundamental differences between A2/Melan-A+ CD8+ T cells from HLA-A2+ and HLA-A2- UCB in terms of antigenic specificity, activation threshold and function.  
  
In summary, functional properties of UCB-derived antigen-specific CD8+ T cells that were documented for the first time in the present study (differentiation geared towards EMRA-E, reduced frequency of cytolytic and IFN-γ-producing T cell clones, differential polyfunctionality profiles) provide new insights into UCB immunobiology and offer a rationale for the higher incidence of OI and comparatively low rates of acute and chronic GVHD observed following UCBT, particularly in the face of HLA mismatch (55,56). As components of post-transplant immunotherapeutic regimens, UCB-derived CD8+ T cells could potentially be used to alleviate unfavourable outcomes associated with UCBT, including failure of engraftment, leukemic relapse, GVHD, and OI. 
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LEGENDS TO FIGURES 
Figure 2.1. A2/Melan-A+ T cells are detectable in umbilical cord blood and adult blood 
samples. Multiparameter flow cytometric analysis was performed as described under Materials and Methods. Samples were defined as tetramer positive when: a) A2/Melan-A+ CD8+ T cells represented more than 0.01% of CD8+ T cells, as this frequency corresponded to maximum background of negative controls; and b) mean fluorescence intensity (MFI) between tetramer positive and negative populations was > 1 log10. A. Frequency of A2/Melan-A+ CD8+ T cells detected in HLA-A2+ or HLA-A2- UCB and HLA-A2+ or HLA-A2- AB samples using Melan-A26-35 A27L-HLA-A2 tetramers. Error bars represent the range of values. Boxes represent median and interquartile range. B. Representative dot plots of A2/Melan-A+ CD8+ T cells from UCB and AB. Percentages reflect the frequency of A2/Melan-A+ T cells in the CD8+ T cell population. C. Differentiation profiles of A2/Melan-A+ CD8+ T cells from HLA-A2+ or HLA-A2- UCB and AB.  
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Figure 2.2. The repertoire of freshly isolated A2/Melan-A+ CD8+ T cells is diversified 
in HLA-A2+ and HLA-A2- umbilical cord blood samples. A. Clonal diversity was computed as the total number of different TCR β chain clonotypes detected, divided by the total number of sequences generated in a given UCB sample. B. The TCR β chain was amplified from cDNA derived from A2/Melan-A+ CD8+ T cells isolated from HLA-A2+ (n = 4) and HLA-A2- (n = 4) UCB samples, as described under Materials and Methods. TRBV usage, TRBJ usage and CDR3 length were determined using IMGT/V-QUEST (21). Gaussian distribution of CDR3 length is consistent with a pre-immune T cell repertoire.  
 
Figure 2.3. A2/Melan-A+ CD8+ T cells derived from umbilical cord blood proliferate 
following stimulation with cognate peptide. A. Expansion of the A2/Melan-A+ CD8+ T cell subset as a proportion of total CD8+ T cells in (i) HLA-A2+ or (ii) HLA-A2- UCB samples following 14 days of stimulation with the Melan-A26-35 A27L peptide. B. Expansion of the total CD8+ T cell subset following 14 days of stimulation with the Melan-A26-35 A27L peptide. C. Linear relationship between the frequency of freshly isolated A2/Melan-A+ CD8+ T cells and following 14 days of stimulation with the Melan-A26-35 A27L peptide.  
 
Figure 2.4. Oligoclonalization of the A2/Melan-A+ CD8+ T cell subset following cognate 
peptide stimulation in umbilical cord blood samples. A. Clonal diversity, computed as the total number of different TCR β chain clonotypes detected, divided by the total number of sequences generated in a given UCB sample, was significantly reduced following 14 days of stimulation with the Melan-A26-35 A27L peptide as compared to that observed in freshly isolated cells. B. Clonal diversity was lower in A2/Melan-A+ CD8+ T cells derived from HLA-
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A2- UCB samples, as compared with HLA-A2+ UCB. C. The TCR β chain was amplified from cDNA derived from A2/Melan-A+ CD8+ T cells isolated from HLA-A2+ (n = 5) and HLA-A2- (n = 3) UCB samples, as described under Materials and Methods. TRBV usage, TRBJ usage and CDR3 length were determined using IMGT/V-QUEST (21). Biased usage of TRBV and TRBJ genes and tightening of the CDR3 length profile is consistent with oligoclonalization of the TCR β chain repertoire and antigen-driven T cell expansion.   
 
Figure 2.5. Phenotypic analysis of A2/Melan-A+ CD8+ T cells following stimulation 
with cognate peptide or polyclonal activation. T cell microcultures were generated by limiting dilution of HLA-A2+ and HLA-A2- UCB and AB-derived T cells. A. Unsorted UCBMC were seeded (1000 cells/well) onto allogeneic feeder cells and incubated in the presence of Melan-A26-35 A27L peptide, IL-2, and IL-7, as described under Materials and Methods. After 2 weeks in culture, wells were pooled and 1 x 106 live cells were gated based on forward and side scatter. Cell-surface phenotype of A2/Melan-A+ T cells was determined on pooled microcultures using flow cytometry. Naïve, central memory (CM), effector memory (EM1-2, EM3-4), effector (EMRA-pE1 and EMRA-pE2), and terminally differentiated effector (EMRA-E) phenotypes were defined based on cell surface expression of CD45RA, CCR7, and CD27, as described (22). B. UCBMC sorted using Melan-A26-35 A27L-HLA-A2 tetramers were seeded (1-3 cells/well) onto allogeneic feeder cells and incubated in the presence of PHA, IL-2, and IL-7, as described under Materials and Methods. After 2 weeks in culture, 1 x 105 live cells were gated based on forward and side scatter for each microculture that was analyzed (23 microcultures for 11 UCB samples). Cell surface phenotype was analyzed as above. C. AB-derived T cells sorted using Melan-A26-35 A27L-HLA-A2 tetramers were seeded (1-3 cells/well) onto allogeneic feeder cells and incubated in the presence of PHA, IL-2, and IL-7. 
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After 2 weeks in culture, 1 x 105 live cells were gated based on forward and side scatter for each microculture that was analyzed. Cell surface phenotype was analyzed as above. n represents the number of UCB or AB samples that were used in the generation of T cell microcultures.  
 
Figure 2.6. Functional analysis of A2/Melan-A+ CD8+ T cells following stimulation with 
cognate peptide or polyclonal activation. Cytolytic activity and IFN-γ production were measured as described under Materials and Methods. Percent specific cytotoxicity was computed as [(sample release - spontaneous release) × 100 / (maximal release - spontaneous release)]. For spontaneous release, targets were plated without T cells. For maximum release, targets were plated with 10% v/v Triton-X100. Samples were considered positive when specific cytotoxicity measured in presence of cognate peptide was > 10% and > 2 standard deviations (SD) above cytotoxicity measured in absence of peptide. IFN-γ production was expressed as spot forming units (SFU). Cells incubated with complete medium alone were used as negative controls. Samples were considered positive when SFU measured in presence of cognate peptide were > 20 and > 2 SD above SFU measured in absence of cognate peptide. Upper cut-off was 400 SFU per well. All tests were performed in duplicates. A. Relative frequencies of CD8+ T cell microcultures derived from HLA-A2+ UCB (n=10), HLA-A2- UCB (n=8), HLA-A2+ AB (n=4), and HLA-A2- AB (n=4) that exhibited Melan-A-specific cytolytic activity following a 2 week stimulation with Melan-A26-35 A27L peptide in the presence of IL-2 and IL-7, as described under Materials and Methods. B. Corresponding specific cytolytic activity exhibited by 547 T cell microcultures derived from HLA-A2+ UCB samples (n=10), 166 T cell microcultures derived from HLA-A2- UCB samples (n=8), 104 T cell microcultures derived from HLA-A2+ AB samples (n=4), and 185 T cell 
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microcultures derived from HLA-A2- AB samples (n=4) following stimulation with Melan-A26-35 A27L peptide on a per microculture basis. C. Relative frequencies of expanded tetramer-sorted A2/Melan-A+ CD8+ T cell clones derived from HLA-A2+ UCB (n=9), HLA-A2- UCB (n=9), HLA-A2+ AB (n=4), and HLA-A2- AB (n=4) that exhibited Melan-A-specific cytolytic activity following a 2 week polyclonal stimulation with PHA in the presence of IL-2 and IL-7, as described under Materials and Methods. D. Corresponding specific cytolytic activity exhibited by 40 A2/Melan-A+ CD8+ T cell clones derived from HLA-A2+ UCB samples (n=9), 27 A2/Melan-A+ CD8+ T cell clones derived from HLA-A2- UCB samples (n=9), 22 A2/Melan-A+ CD8+ T cell clones derived from HLA-A2+ AB samples (n=4), and 14 A2/Melan-A+ CD8+ T cell clones derived from HLA-A2- AB samples (n=4) following polyclonal stimulation with PHA on a per clone basis. E. Relative frequencies of expanded tetramer-sorted A2/Melan-A+ CD8+ T cell clones derived from HLA-A2+ UCB (n=9), HLA-A2- UCB (n=9), HLA-A2+ AB (n=3), and HLA-A2- AB (n=4) that produced above-threshold levels of IFN-γ following polyclonal stimulation with PHA. F. Corresponding frequencies of cells producing IFN-γ following polyclonal stimulation with PHA on a per clone basis in 139 expanded A2/Melan-A+ CD8+ T cell clones derived from HLA-A2+ UCB samples (n=9), 42 A2/Melan-A+ CD8+ T cell clones derived from HLA-A2- UCB samples (n=9), 33 A2/Melan-A+ CD8+ T cell clones derived from HLA-A2+ AB samples (n=3), and 14 A2/Melan-A+ CD8+ T cell clones derived from HLA-A2- AB samples (n=4). Error bars represent the range of values. Boxes represent median and interquartile range.  
 
Figure 2.7. Polyfunctional characteristics of A2/Melan-A+ CD8+ T cell microcultures 
derived from umbilical cord blood or adult blood following polyclonal activation. T cell microcultures were generated by limiting dilution of UCB and AB-derived T cells sorted 
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using Melan-A26-35 A27L-HLA-A2 tetramers. Cytolytic activity and IFN-γ production were measured as described under Materials and methods. A. Correlation between percent specific lysis and frequency of IFN-γ-producing CD8+ T cells on a per microculture basis. B. Relative frequencies of CD8+ T cell microcultures derived from HLA-A2+ UCB, HLA-A2- UCB, HLA-A2+ AB, and HLA-A2- AB that exhibited antigen-specific cytolytic activity directed against targets sensitized with the Melan-A26-35 A27L peptide and/or produced IFN-γ in response to the Melan-A26-35 A27L peptide following polyclonal stimulation with PHA. Panel B depicts a compilation of all T cell clones derived in the study. C. Relative frequencies of CD8+ T cell microcultures derived from HLA-A2+ UCB or HLA-A2- UCB that exhibited (i) 0 functions, (ii) 1 function (cytolytic activity or IFN-γ production in response to the Melan-A26-
35 A27L peptide), or (iii) 2 functions (cytolytic activity and IFN-γ production in response to the Melan-A26-35 A27L peptide). Data are presented on a per sample basis. Error bars represent the range of values. Boxes represent median and interquartile range. SFU: Spot-forming units. 
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Figure 2.5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  104 
Figure 2.6. 
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Figure 2.7. 
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Merindol et al., Table 2.I. 
Sample HLA-A type Melan-A26-35 A27L-HLA-
A2 tetramer binding 
UCB1 A01 and A36 + 
UCB2 A24 and A32 + 
UCB4 A01 and A02 + 
UCB6 A02 and A30 + 
UCB7 A01 and A03 + 
UCB8 A11 and A24 - 
UCB9 A02 and A03 - 
UCB10 A11 and A30 - 
UCB11 A02 and A02 + 
UCB12 A29 and A29 + 
UCB13 A01 and A68 + 
UCB14 A02 and A02 + 
UCB15 A32 and A34 + 
UCB16 A02 and A30 + 
UCB17 A02 and A29 + 
UCB18 A23 and A24 + 
UCB19 A02 and A23 + 
UCB20 A02 and A02 + 
UCB21 A01 and A02 + 
UCB22 A02 and A33 + 
UCB23 A33 and A68 + 
UCB24 A01 and A68 + 
UCB26 A24 and A32 - 
UCB28 A02 and A03 - 
UCB29 A31 and A32 - 
UCB30 A01 and A68 - 
AB1 A01 and A32 + 
AB2 A02 and A25 + 
AB3 A02 and A02 + 
AB4 A02 and A29 + 
AB5 A29 and A68 - 
AB6 A11 and A24 - 
AB7 A02 and A03 - 
AB8 A03 and A30 - 
AB9 A24 and A30 - 
AB10 A09 and A09 + 
AB11 A01 and A03 + 
AB12 A01 and A32 + 
AB13 A11 and A29 - 
AB14 A02 and A03 + 
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TRANSITION Au cours de cette étude, nous avons démontré que les lymphocytes T du sang de cordon ombilical détenaient un potentiel fonctionnel important et qu’ils étaient capables de monter des réponses antigéniques fonctionnelles. Nous avons aussi démontré qu’il existait certaines différences qualitatives avec leurs homologues dans le sang périphérique des adultes, notamment un potentiel bifonctionnel (IFN-γ et CTL) réduit et une différenciation terminale atteinte plus rapidement.  
Dans le contexte d’une transplantation de moelle osseuse, les lymphocytes T CD8+ issus du greffon et transférés en même temps que les CSH, persistent chez le receveur et combattent les infections opportunistes dans les premiers mois qui suivent la greffe (Reusser et al., 1991). Ils fournissent une protection immunitaire temporaire en attendant la reconstitution thymopoïétique. Ils favorisent également la prise de la greffe et combattent les rechutes de leucémie mais sont responsables d’une complication très importante : la GvHD. Suite à la TSCO, le retard de prise de la greffe, l’incidence élevée de non-prise, l’incidence faible de la GvHD et l’incidence accrue d’IO alimentent la controverse concernant le potentiel des lymphocytes T issus du SCO une fois transférés aux patients. Plus précisément, leur devenir suite à la transplantation en termes de persistance, d’évolution de diversité, de phénotype et de fonction est très mal caractérisé.  
Nous étudierons l’évolution du répertoire de lymphocytes T A2/Melan-A+, outil unique pour mesurer la diversité et la reconstitution d’une population de lymphocytes T chez la majorité des patients, quelques soient les évènements infectieux. 
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CD8+ T cell reconstitution in recipients of umbilical cord blood transplant and 
characteristics associated with leukemic relapse. 
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ABSTRACT Recipients of umbilical cord blood (UCB) transplantation (UCBT) face a high risk of morbidity and mortality related to opportunistic infections (OI) and leukemic relapse. To understand the molecular basis of these UCBT-related complications, the characteristics of UCB-derived antigen-specific CD8+ T cells were examined in a group of pediatric UCBT recipients. As compared with the UCB graft inoculum and the late post-UCBT period (12-36 months), declining clonal diversity of UCB-derived CD8+ T cells specific for the Melan-A26–
35 A27L peptide and high frequencies of PD-1-expressing CD8+ T cells were observed in the first 3 months post-UCBT, a period during which OI are most frequent. The CD8+ T cell compartment predominantly comprised CD45RA+ CCR7- terminally-differentiated effector-memory T cells until 6 months post-UCBT, at which time the polyfunctionality of antigen-specific CD8+ T cells was re-established. Finally, the frequency of PD-1+ CD8+ T cells was significantly higher in subjects who subsequently experienced leukemic relapse. This study informs the biological properties of UCB-derived CD8+ T cells and provides a rationale for the characteristics of UCBT in terms of immune reconstitution and OI. These results also suggest that elevated frequency of PD-1+ CD8+ T cells could be associated with leukemic relapse in pediatric UCBT recipients.  
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INTRODUCTION Umbilical cord blood (UCB) transplantation (UCBT) is commonly used to treat a variety of hematologic diseases in children.1,2 Reduced incidence of graft versus host disease (GvHD) compared to BM transplantation (BMT) was documented following UCBT.3 UCBT was associated with slow engraftment, delayed CD8+ T cells recovery, high incidence of graft failure, and high incidence of opportunistic infections (OI) in the first 3 to 6 months post-transplantation.4-6 Approximately 20% of pediatric UCBT recipients will also experience leukemic relapse, a frequency similar to that observed in BMT.7  
 
In the context of BMT, graft-derived CD8+ T cells are known to shield the graft recipient against OI and leukemic relapse.8,9 UCBT involves the transfer of multiple cell subtypes into the recipient, including large amounts of CD8+ T lymphocytes. While the presence of UCB-derived CD8+ T cells in the graft inoculums can provide some degree of protection from OI and leukemic relapse to UCBT recipients,10,11 recent studies suggest that these cells might only mediate minimal levels of antiviral immunity.12,13 The relative inefficacy of UCB-derived CD8+ T cells to prevent OI and their failure to prevent leukemic relapse in some patients is not well understood. 
 
Based on cell-surface expression of CD45RA and CCR7, CD8+ T cells can be classified as naïve, central memory, effector memory, and terminally differentiated.14 Using peptide-MHC tetramers, antigen-specific CD8+ T cells isolated from UCB were shown to be mostly naïve and clonally diversified. In addition, they produced significantly less IFN-γ but were more likely to achieve terminal differentiation and less likely to exhibit bifunctional properties 
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(IFN-γ production and cytolytic activity) as compared with T lymphocytes derived from adult blood.15 In theory, these properties are compatible with low incidence of GvHD and high incidence of OI. However, little is known regarding the fate of CD8+ T cells once they are transplanted into UCBT recipients. 
 
The objective of this study was to characterize the reconstitution of CD8+ T cells in pediatric UCBT recipients to address a series of questions: a) Do UCB-derived CD8+ T cell clones persist during immune reconstitution? b) To what extent do they participate in the composition of the reconstituted T cell repertoire? c) How does clonal diversity of antigen-specific CD8+ T cells develop? d) How do they differentiate in terms of naïve-effector-memory phenotype and expression of T cell exhaustion markers? e) How does their polyfunctionality, which reflects their efficacy to control chronic viral infections,16 evolve in the post-UCBT period? We examined CD8+ T cells specific for the HLA-A2-resticted Melan-A26–35 A27L peptide (A2/Melan-A)17 as a model for the reconstitution of an antigen-specific repertoire. A2/Melan-A-specific T cells represent one of the only preimmune T cell repertoires that can be studied in humans.15,17,18 Here we provide evidence that some UCB-derived CD8+ T lymphocytes persisted in paediatric recipients in the first 6 months post-UCBT. Their clonal diversity reached a nadir at 3 months post-UCBT. At this point, the CD8+ compartment was predominantly comprised of terminally-differentiated T cells and both CD4+ and CD8+ subsets were enriched in cells expressing programmed death 1 (PD-1). From 6 months post-UCBT, the CD8+ T cell repertoire was progressively restored with a naïve, diversified, and polyfunctional population. Finally, higher frequencies of PD-1+ CD8+ T cells were detected at 2 and 6 months post-UCBT in subjects who subsequently experienced 
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leukemic relapse, suggesting that PD-1 expression on CD8+ T cells could be associated with this complication.  
 
PATIENTS, MATERIALS, AND METHODS 
Study subjects. This study was approved by the Institutional Review Board of Centre Hospitalier Universitaire (CHU) Sainte-Justine, Montreal, Quebec, Canada, and was conducted according to the standards described in the Helsinki Declaration of 1975, as revised in 2000. Full informed consent was obtained from all study participants and their parents or legal guardians. Pediatric HLA-A2+ subjects who underwent UCBT for the treatment of hematologic or neoplastic diseases were enrolled at CHU Sainte-Justine between October 2004 and December 2009 (n = 26). Median age at study entry was 5.42 years (range = 0.33-17.0 years). UCB and venous blood samples (2-10 ml) were obtained from the graft inoculums and from transplanted subjects at 1, 2, 3, 6, 12, 18, 24, and 36 months post-UCBT. UCB units used in transplant procedures were obtained from national and international UCB repositories. All UCB units used in these patients were HLA-A2+ and had a 4/6 or greater HLA-A, HLA-B, and HLA-DRB1 allele-level match with the recipient. UCB mononuclear cells (UCBMC) and PBMC were isolated on Ficoll-Hypaque gradients (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) and cryopreserved in 90% v/v FBS (Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada) supplemented with 10% v/v DMSO. All subjects received myeloablative conditioning regimens, including total body irradiation (TBI; 1200 cGy fractionated in 8 doses) or busulfan (0.8 mg per kg, fractionated in 16 doses). GvHD prophylaxis consisted of cyclosporin A and corticosteroids. Subjects were infused with 2 mg per kg anti-thymocyte globulin (ATG) (Thymoglobulin®; Sangstat, Mississauga, Ontario, Canada) on days -2, -1, +1, and +2 relative to the UCBT procedure. Granulocyte-colony 
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stimulating factor (G-CSF) was also administered starting on day +1. Two subjects were lost to follow-up. Transplant procedure was detailed in Dalle et al.19 Clinical characteristics of study subjects are summarized in Table 3.1. 
 
Generation of T cell microcultures. Frozen UCBMC and PBMC were thawed and cultured for 24 h in RPMI 1640 supplemented with 20% v/v FBS. Cells were seeded at 2000 cells per well in 96-well round-bottom plates and were co-cultured with 8 x 104 irradiated (300 Gy) 221.A2 cells (EBV-transformed B lymphoblastoid cell line expressing HLA-A2*020120 pulsed with  the HLA-A2-restricted modified Melan-A26–35 A27L peptide (ELAGIGILTV) (New England Peptide, Gardner, MA). Alternatively, to achieve polyclonal expansion for repertoire analysis, cells were pulsed with 1 µg per ml PHA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). T cell microcultures were maintained in RPMI 1640 supplemented with 10% v/v FBS, 50 UI per ml recombinant human (rh)IL-2 (Hoffmann-La Roche, Mississauga, Ontario, Canada), and 10 ng per ml rhIL-7 (R&D Systems, Minneapolis, MN). Medium was replenished twice a week.  
 
Isolation and immunophenotyping of Melan-A-specific T cells. To detect Melan-A-specific CD8+ T cells in UCBMC, PBMC and T cell microcultures, biotinylated HLA-A2 monomers were refolded around the Melan-A26–35 A27L peptide (CANVAC Core Facility, Montreal, Quebec, Canada) and were tetramerized using PE-conjugated Extravidin (Sigma-Aldrich) or allophycocyanin (APC)-conjugated streptavidin (BD Biosciences, San Jose, CA). Cells were incubated for 15 min at 37°C with 0.3 µg peptide-MHC tetramers per 1 x 106 cells. Monoclonal antibodies (mAbs) for cell-surface staining were then added, and cells were incubated for 30 min at room temperature. Tetramer-specific CD8+ cells were 
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sorted at low pressure in 100% v/v FBS using a FACSVantage SE equipped with CellQuest software (BD Biosciences). Compensation and logical gates were set with single fluorochromes. Lymphocytes were gated according to forward and side scatter. Melan-A-specific T cells were gated based on expression of CD8. Samples were defined as tetramer positive when: a) A2/Melan-A+ CD8+ T cells represented more than 0.01% of CD8+ T cells, as this frequency corresponded to maximum background of negative controls; and b) mean fluorescence intensity between tetramer positive and negative populations was > 1 log10 (Figure 3.S1). Analysis of cell-surface markers was performed using FCS Express Version 3 software (De Novo Software, Los Angeles, CA). Tetramer-sorted T cells were directly seeded at 10-50 cells per well in 96-well round-bottom plates and were co-cultured with 8 x 104 irradiated (300 Gy) 221.A2 cells per well in RPMI 1640 supplemented with 50% v/v FBS, 50 UI per ml rhIL-2, 10 ng per ml rhIL-7 and 1 µg per ml Melan-A26–35 A27L peptide. Medium was changed every 2 to 3 days, and 2 x 104 irradiated 221.A2 cells per well were added once a week. The functionality of Melan-A sorted T cells was tested after 2 weeks in culture (see below). Immunophenotyping was performed using the following mAbs: PE- or APC-conjugated anti-CD8 (RPA-T8), PE-Cy7-conjugated anti-CCR7 (3D12), and FITC-conjugated anti-CD45RA (HI100) (BD Biosciences). CD8+ T cells were defined as naïve (CD45RA+CCR7+), central memory (CM; CD45RA-CCR7+), effector memory (EM; CD45RA-CCR7-), and terminally-differentiated effectors (EMRA; CD45RA+CCR7-).14 Separately, PBMC were stained with FITC- or PE-conjugated anti-PD-1 (MIH4) and APC-conjugated anti-CD8 (RPA-T8) (BD Biosciences).  
 
Intracellular staining. Tetramer-sorted microcultures (2 × 105 cells) were incubated with APC-conjugated anti-CD107a mAb (H4A3) (BD Biosciences) and 221.A2 cells in the 
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presence of 10 µg per ml Melan-A26-35 A27L peptide at 37°C in RPMI 1640 medium supplemented with 10% v/v FBS. Culture medium alone was used as negative control. 
Following 1 h stimulation, 10 μg per ml brefeldin A and 6 µg per ml monensin (BD Biosciences) were added. Cells were incubated for 6 h, washed with FACS buffer, stained with PerCP-Cy5.5-conjugated anti-CD8 mAb (RPA-T8) (BD Biosciences), and fixed and permeabilized using Cytofix/Cytoperm reagents (BD Biosciences). Cells were then stained with PE-conjugated anti-IFN-γ (4S.B3) and FITC-conjugated anti-IL-2 (MQ1-17H12) mAbs (BD Biosciences) for 30 min at 4°C and washed twice in Perm/Wash buffer (BD Biosciences). Viable CD8+ T cells were gated for analysis. Background frequencies measured in absence of cognate peptide were subtracted from each subpopulation. 
 
Cytotoxicity testing. Cytolytic activity of tetramer-sorted, Melan-A-stimulated T cell microcultures was measured using a conventional 4 h [51Cr] release assay.21 51Cr-labeled targets were 221.A2 cells pulsed with Melan-A26-35 A27L. Effector to target (E:T) ratio was 10:1 (2 x 103 target cells per well). Each microculture was tested in duplicate with Melan-A26-35 A27L peptide and 221.A2 cells alone.  
 
Amplification and sequencing of TCR β-chain transcripts. Total mRNA was extracted from pellets of tetramer-sorted cells (500-2000 cells) using the Picopure system (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). TCR β-chain V region (TRBV) mRNA, including its third complementarity-determining region (CDR3), was reverse transcribed and resulting cDNA was amplified by PCR (40 cycles) using universal primers, as described previously.22 PCR products were subcloned into the TOPO TA cloning vector (Invitrogen) and sequenced 
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unidirectionally using an ABI 3730xl automated sequencer (Applied Biosystems, Carlsbad, CA; Plateforme de séquençage et de génotypage des genomes, Centre de recherche du CHUL, Quebec, Quebec, Canada). Identification of TRBV and TCR β-chain J region (TRBJ) segments and determination of CDR3 length and amino acid sequences were performed using IMGT/V-QUEST and confirmed manually.23 Clonal diversity and dominance were estimated using Simpson’s diversity index (Ds).24 
 
Statistical analysis. Normality of data distribution was tested using the D’Agostino and Pearson omnibus normality test and the Kolmogorov-Smirnov test. Data were expressed as the mean and standard error or median and interquartile range (IQR). Where appropriate, statistical significance in between-groups comparisons was assessed using the Mann-Whitney U test, the Wilcoxon signed-rank test, or one way ANOVA and Bonferroni’s multiple comparison test. Relationships between variables were tested using Spearman’s rank correlation test. p values < 0.05 were considered statistically significant. All analyses were performed using GraphPad Prism version 4 (GraphPad Software, San Diego, CA). 
 
RESULTS 
Ex vivo detection of Melan-A-specific T cells in UCB and UCBT recipients. Frequencies of A2/Melan-A+ CD8+ T cells were assessed in UCB grafts and in PBMC samples obtained at 1 to 36 months post-UCBT using peptide-MHC tetramers (Figure 3.1A). A median frequency of 0.3% of A2/Melan-A+ CD8+ T cells was detected in UCB grafts. No A2/Melan-A+ CD8+ T cells were detected at 1, 2 or 3 months post-UCBT, consistent with low numbers of CD4+ and CD8+ T cells (Figure 3.1A). A2/Melan-A+ CD8+ T cells were then detected from 6 to 36 
  118 
months post-UCBT. Relative frequencies of A2/Melan-A+ CD8+ T cells were correlated with total CD4+ and CD8+ T cell counts in recipients over the entire  post-UCBT period (p = 0.0005 and p = 0.0008, respectively). This indicates that the relative abundance of antigen-specific CD8+ T cells depends on the reconstitution of the CD4+ and CD8+ T cell compartments. 
 
Detection of Melan-A-specific T cells post-UCBT after polyclonal stimulation. The early post-UCBT period is characterized by very low numbers of circulating CD8+ T cells.25 To circumvent this limitation, PHA stimulation was used to expand T cells independent of antigenic specificity.26 After 7-10 days of expansion, A2/Melan-A+ CD8+ T cells were detected at a frequency > 0.01% in 9 of 10 grafts and 8 of 9 study subjects at 1 month post-UCBT (Figure 3.1B). These cells were also detected in 2 of 6 and 1 of 5 patients at 2 months and 3 months post-UCBT, respectively, and in the majority of subjects at 6 to 36 months post-UCBT (Figure 3.1B). The frequency of A2/Melan-A+ CD8+ T cells at 3 months post-UCBT was significantly lower than those observed in graft inoculums and in subjects at 1, 6, and 36 months post-UCBT (p < 0.05). Moreover, A2/Melan-A+ T cell frequencies in the graft inoculum and at 1 month post-UCBT were correlated (p = 0.0252). These results suggest that some of the A2/Melan-A-specific CD8+ T cells present in the graft inoculum persisted in the recipient during the early post-UCBT period and then progressively disappeared.  
 
Evolution of T cell repertoire diversity following UCBT. TCR β chains expressed by A2/Melan-A+ CD8+ T cells were amplified, subcloned and sequenced. As previously reported,15 A2/Melan-A+ T cells in the graft inoculum were polyclonal (median Ds = 0.90) 
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(Figure 3.2A-2B and 3.S2). Diversity declined significantly at 2 and 3 months post-UCBT (p < 0.05) to increase again at 6 months, albeit to a level significantly lower than that observed in the graft (p < 0.05). TCR β chain diversity reached graft-comparable levels at 12 months post-UCBT (Figure 3.2B). Changes in diversity were also reflected at the level of CDR3 length: it was normally distributed in 6 of 6 graft inoculum but became highly biased at 1 to 3 months post-UCBT, consistent with repertoire oligoclonality (Figure 3.S2). From then on, the distribution of CDR3 length progressively normalized, with 2 of 11 (18.2%) subjects exhibiting Gaussian profiles at 6 months, 4 of 9 (44.4%) at 12 months, 3 of 7 (42.9%) at 18 months, and 3 of 5 (60.0%) at 24 months post-UCBT (Figure 3.S2). No common TCR β chain clonotypes were identified between graft inoculums and UCBT recipients. In contrast, two waves of persistent clonotypes were observed in the post-UCBT period. The first wave (« early clonotypes ») emerged between 1 to 3 months and was detected until 6 months post-UCBT, whereas the second wave (« late clonotypes ») started to emerge at 6 to 12 months and persisted between 6 and 36 months post-UCBT (Figure 3.2A). It is unlikely that early clonotypes were of recipient origin, as 100% donor chimerism was observed at 3 and 6 months post-UCBT in most study subjects. These results are consistent with rare UCB-derived T cells transiently persisting in the recipient up to 6 months after UCBT, followed by progressive repletion of T cell repertoire diversity via thymopoïesis. 
 
Phenotypic reconstitution of total and A2/Melan-A+ CD8+ T cells following UCBT. Expression of CD45RA and CCR7 was monitored in total CD8+ T cells and A2/Melan-A+ CD8+ T cells during the post-UCBT period (Figure 3.3). Total and A2/Melan-A+ CD8+ T cells were mostly naïve in graft inoculums (Figure 3.3 and 3.S3). Low frequencies of naïve T cells (1.2%, 2.5%, and 3.0%) and high frequencies of EMRA (82.5%, 76.5%, and 70.4%) were 
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found in total CD8+ T cells at 1, 2 and 3 months post-UCBT (Figure 3.3). CD8+ T cells were also comprised of 15.6%, 19.5%, and 22.5% of EM and 0.7%, 1.5%, and 4.1% of CM at 1, 2 and 3 months post-UCBT. At 6 months, naïve T cells emerged at a median frequency of 15.6% of total CD8+ T cells, whereas 43.4% continued to exhibit an EMRA phenotype. At that time, A2/Melan-A+ CD8+ T cells were detected and a median of 54.8% of them were naïve. From 12 to 36 months post-UCBT, the vast majority of CD8+ T cells were naïve and the second population in terms of relative abundance was EMRA. At all time points, the proportion of naïve cells was significantly higher in A2/Melan-A+ CD8+ T cells than in total CD8+ T cells (p < 0.0313) (Figure 3.3 and data not shown). Interestingly, naïve CD8+ T cells were observed at a frequency of 22.6% at 1 month post-UCBT in subject P11, a 5 month-old patient who had already achieved a high TCR repertoire diversity at 1 month post-UCBT (Figure 3.2A). These results indicate that the vast majority of CD8+ T cells display a terminally differentiated phenotype in the first 6 months post-UCBT.  
 
Functional reconstitution of A2/Melan-A+ CD8+ T cells following UCBT. Polyfunctionality is the hallmark of protective T cell responses against viruses and cancer.27 PBMC from UCBT recipients were expanded in vitro for 7-10 days in the presence of IL-2, IL-7 and Melan-A26–35 A27L peptide, sorted with A2/Melan-A tetramers, and used in functional assays. Following stimulation with cognate peptide, no significant differences in expression of IFN-γ, IL-2, CD107a (monofunctional, bifunctional, polyfunctional) or cytolytic activity were observed in A2/Melan-A+ CD8+ T cells between graft inoculums and samples obtained at 6 to 36 months post-UCBT (p > 0.05) (Figure 3.4 and 3.S4). A2/Melan-A+ CD8+ T cells were not retrieved in sufficient numbers to perform these analyses at 1 to 3 months post-UCBT. These results suggest that CD8+ T cells isolated from UCB were capable of expressing 
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combinations of differentiated functions in response to stimulation with cognate peptide, as were those isolated from the peripheral blood of UCBT recipients at 6 to 18 months post-transplant. 
 
Evolution of PD-1+ T cell frequency during the post-UCBT period. PD-1, an inhibitory receptor of the CD28 family, is highly expressed on dysfunctional CD8+ and CD4+ T cells during chronic viral infections.28 Since the first 3 months post-UCBT are associated with high risk of OI,5 with functional immunodeficiency, and with terminally-differentiated CD8+ T cell phenotypes (Figure 3.3), frequencies of PD-1+ CD4+ and PD-1+ CD8+ T cells were assessed in 18 study subjects, 10 healthy children (aged 3-36 months), and 5 healthy adults (Figure 3.5). PD-1 was expressed at very low levels in UCB grafts (1.3% and 1.0% of CD8+ and CD4+ T cells). Major changes were observed in the mean frequency of PD-1+ T cells during the post-transplant period (p < 0.0001). These disparities were accounted for by a remarkable increase in frequency of PD-1+ CD8+ and PD-1+ CD4+ T cells at 2 and 3 months post-UCBT compared to graft inoculums and to samples obtained at 6-36 months post-UCBT (p < 0.05) (Figure 3.5A-3.5B and 3.S5A). The frequencies of PD-1-expressing CD8+ T cells and CD4+ T cells at 3 months post-UCBT were also significantly higher than those observed in healthy adults and healthy children (p < 0.0001), consistent with recent reports.29,30 Frequencies of PD-1+ CD8+ T cells were inversely correlated with CD8+ and CD4+ T cell counts (p = 0.0077, r = -0.4124, and p = 0.0052, r = -0.4338, respectively), highlighting the association between lymphopenia and impaired CD8+ T cell function in the first months following UCBT (Figure 3.5C-3.5D). Overall, median frequencies of PD-1+ T cells were higher in the CD4+ than in the CD8+ T cell compartment (p = 0.0039) and the frequency of PD-1+ CD8+ T cells was correlated with the frequency of PD-1+ CD4+ T cells throughout the follow-
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up period (p < 0.0001, r = 0.7665) (Figure 3.S5B-3.S5C). Finally, the normalized median fluorescence index (MFI) of PD-1 in CD8+ T cells and CD4+ T cells were not higher in the first months post-UCBT than later during follow up (p > 0.05) (Figure 3.S5D-3.S5E). These results are consistent with UCB CD8+ T cells undergoing massive oligoclonal expansion while acquiring a skewed exhausted phenotype following transfer into the recipients. 
 
PD-1 expression is associated with leukemic relapse. Eight study subjects experienced leukemic relapse during follow-up (« relapsers »), of whom 6 relapsed > 6 months post-UCBT (Figure 3.S3). There were no significant differences in the naïve-memory phenotype of CD8+ T cells at 2 or 3 months post-UCBT in relapsers compared to nonrelapsers (Figure 3.S3). However, there was a trend towards higher frequencies of EM T cells (p = 0.0823) and significantly lower CD4+ T cells counts in relapsers at 6 months (p = 0.0376) (Fig. 3.6A, 3.S6). There was no significant difference in total CD8+ T cell counts between relapsers and nonrelapsers (Figure 3.6B). Finally, the frequency of PD1+ CD8+ T cells was significantly higher in relapsers than in nonrelapsers at 2 and 6 months (p = 0.0079 and p = 0.0364, respectively) (Figure 3.6C-3.6D and 3.S5G). The frequency of PD-1+ CD4+ T cells was also higher in relapsers at 6 months, but this difference was not statistically significant (Figure 3.S5F and 3.S5H). Taken together, these results suggest that a high frequency of PD-1+ CD8+ T cells in UCBT recipients during the early post-transplant period could be associated with subsequent leukemic relapse. 
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DISCUSSION UCB is increasingly being used as an alternative source of hematopoietic stem cells for the treatment of various blood disorders in cases where a suitably-matched donor is not readily available. However, clinical outcomes associated with UCBT differ from those observed following BMT, particularly in terms of GvHD, graft failure, and OI. Leukemic relapse can occur following UCBT, particularly in patients with poor immune reconstitution.31 To explore the cellular and molecular basis of these outcomes, we examined the reconstitution of antigen-specific T lymphocytes in a group of pediatric UCBT recipients. In recent years, several groups have examined the reconstitution of T cells specific for CMV,32 or for leukemia-associated antigens such as PR133 and WT1.34 In contrast, the present study was largely focused on the repertoire of T cells that recognize the Melan-A26–35 A27L peptide in the context of HLA-A2 (A2/Melan-A) because these cells represent one of the only preimmune T cell repertoires that can be studied in humans, particularly when the number of cells that can be obtained from study subjects is limited.15,17,18 Consistent with these previous reports, clonally diversified A2/Melan-A+ CD8+ T cells were reproducibly detected in UCB graft inoculums. Using peptide-MHC tetramers, these cells were not detectable ex 
vivo in the peripheral blood of UCBT recipients at 1, 2 or 3 months post-UCBT, an important « window of susceptibility » to OI. When PHA stimulation was used to compensate for low numbers of total CD8+ T cells in the early post-transplant period, A2/Melan-A+ CD8+ T cells were revealed in the majority of subjects at one month post-transplant, and in one third and one fifth of subjects at 2 and 3 months, respectively. These cells exhibited reduced levels of clonal diversity and skewed distribution in CDR3 length as compared with graft inoculums and the late post-transplant period (i.e. ≥ 6 months post-UCBT), reflecting the oligoclonality of the antigen-specific T cell compartment. These results are consistent with previous reports on reconstitution of TCR repertoire diversity based on analysis of total CD8+ T 
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cells.35 There were no instances of overlap between the clonotypic profiles observed in the graft inoculum and those observed post-UCBT. UCB T cells are highly polyclonal,15 possibly limiting our ability to track clonal persistence between UCB graft inoculums and UCBT recipients. ATG, which was administered to study subjects as part of the conditioning regimen, could also have contributed to the sudden drop in clonal diversity observed following UCBT. In contrast, the temporary persistence of T cell clonotypes was observed between 1-6 months post-UCBT. Chimerism results confirmed that these cells were of donor origin (data not shown). Taken together, these results suggest that the A2/Melan-A-specific T cell repertoire present in the graft inoculum was not preferentially mobilized following transfer into the UCBT recipient, but that some of these cells transiently persisted in UCBT recipients up to 6 months post-transplant, followed by reconstitution of the T cell repertoire 
via thymopoïesis. Therefore, our results are compatible with the existence of a « hole » or « through » in the T cell repertoire between 2 and 3 months post-UCBT, with little overlap between a first wave derived from homeostatic expansion of T cells contained within the UCB graft inoculum and a second wave generated by rising thymic output.    
 
Most A2/Melan-A+ CD8+ T cells and CD8+ T cells present in graft inoculums expressed a CD45RA+ CCR7+ naïve cell surface phenotype. In contrast, the vast majority of CD8+ T cells displayed a terminally differentiated CD45RA+ CCR7- phenotype in the first 6 months post-UCBT, consistent with previous in vitro studies showing that UCB T cells differentiated mostly into EMRA following stimulation, and with observations in adult UCBT recipients and children who underwent BMT.15,36,37 The EMRA phenotype has been associated with shorter T cell t1/2 and is concordant with the short-term persistence and progressive disappearance of graft-derived CD8+ T cells during the first 3-6 months post-UCBT, followed 
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by the emergence of clonally-diversified naïve T cells through thymopoïesis. Interestingly, naïve CD8+ T cells were observed at a frequency of 22.6% at 1 month post-UCBT in subject P11, who exhibited very high TCR β chain diversity as early as 1 month post-UCBT and clonotypic persistence until 18 months. This suggests that naïve T cells and the persistent T cell clonotype observed in subject P11 resulted from de novo generation of thymus-derived T cells rather than homeostatic expansion of graft-derived T cells, compatible with unusually active thymopoïetic processes in this 5 months-old patient. Quantification of the levels of TCR rearrangement circles (TREC) in isolated T cell subsets and other measurements which could be used to strengthen this hypothesis were not performed in the present study as a result of strict limitations in biological sample size.38,39  
 
There were no significant differences observed between A2/Melan-A+ CD8+ T cells isolated from the graft inoculums and from UCBT recipients at 6-18 months post-transplant in terms of IFN-γ, IL-2, CD107a secretion and cytolytic activity following stimulation with cognate peptide. The T cell polyfunctionality profile is a key indicator of the efficacy of antiviral and antitumoral cell-mediated immune responses.27 Hence, although this profile was not determined at 1-3 months because of limitations in biological sample size, these results indicate that the functionality of antigen-specific CD8+ T cells was fully reconstituted in UCBT recipients at and beyond 6 months post-UCBT. Had larger amounts of cells (>107) from graft inoculums and recipients been available, it would have been of high interest to compare these results with the evolution of another biologically relevant pre-immune repertoire in the context of UCBT, such as the CD8+ T cell population specific for the A2/CMVpp65 tetramer.18 
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PD-1, an inhibitory receptor of the CD28 family, is highly expressed on dysfunctional CD8+ and CD4+ T cells during chronic viral infections.28 PD-1 contributes to the dampening of antiviral and anti-tumoral immunity and is associated with clonal exhaustion and diminished effector functions.40-42 During the early post-transplant period, the frequency of PD-1+ CD8+ T cells was positively correlated with that of PD1+ CD4+ T cells, and inversely correlated with CD8+ and CD4+ T cell counts, highlighting the association between lymphopenia and impaired CD8+ T cell function in the first months following UCBT. Gallez-Hawkins et al. reported no increase in the frequency of PD-1+ CD8+ or CD4+ T cells in the first months following BMT.43 In the present study, all UCBT recipients experienced viral infections in the first 3 months post-transplantation, making it impossible to assess the impact of OI on PD-1 expression or the impact of PD-1 expression on susceptibility to viruses. Additional studies will be needed to verify if these differences are related to a) the source of the graft inoculum (UCB versus BM); b) the use of ATG; c) the cellular dose; d) the respective ages of the transplant recipients; and/or e) the differential incidence of GvHD and OI, which could not be assessed in the context present study. PD-1 expression is preferentially observed in EM and EMRA T cells.44,45 Overall, our results are consistent with UCB CD8+ T cells undergoing massive oligoclonal expansion while acquiring a skewed terminally-differentiated and exhausted phenotype following transfer into the recipients. These results provide a rationale for the increased susceptibility to OI and comparatively reduced incidence of acute GvHD observed in UCBT recipients.5 These conclusions would be strengthened by a comparison between UCBT and BMT, which should be addressed in future studies. PD-1 expression and/or the interaction between PD-1 and its ligands PD-L1 
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and PD-L2 could represent attractive targets for interventions aiming to reduce the incidence of OI following UCBT. 
 
Finally, 8 subjects experienced leukemic relapse, including 6 who relapsed later than 6 months post-UCBT, a time at which the polyfunctionality profile of antigen-specific CD8+ T cells had already completely recovered. Although the frequency of PD1+ CD8+ T cells in the first 3 months post-UCBT was high in every subject, it was significantly higher in relapsers than in nonrelapsers at 2 and 6 months. Lower CD4+ T cell counts and higher frequency of EM CD8+ T cells frequency were also observed in relapsers, potentially highlighting the importance of cooperation between CD4+ and CD8+ T cells for generation, maintenance and/or efficacy of the graft versus leukemia effect. Lower frequencies of CD28- CD8+ and EMRA CD8+ T cells following allogeneic stem cell transplantation were previously associated with a greater risk of relapse of underlying hematologic malignancies.37 To our knowledge, the present study is the first to report an association between the frequency of PD-1+ CD8+ T cells and subsequent leukemic relapse. This should be confirmed in larger series and additional studies will be required to determine whether increased frequency of PD-1+ CD8+ T cells is the underlying cause or merely a consequence of the ensuing relapse. However, these results suggest that this parameter could be used as a potential prognostic factor for leukemic relapse in pediatric UCBT recipients. 
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FIGURE LEGENDS 
Figure 3.1. Reconstitution of A2/Melan-A+CD8+ T cells following UCBT. The frequency of A2/Melan-A+ CD8+ T cells was measured ex vivo (A) and following PHA stimulation (B) in UCB graft inoculums and UCBT recipients. Statistical significance was tested using the Mann-Whitney U test. Boxes represent median and IQR. Error bars represent the range. n represents the number of subjects.  
 
Figure 3.2. Evolution of the T cell receptor  ch a in  r e p e r t o ir e  in  A2 / Me la n-A+ 
CD8+ T cells. A. Longitudinal analysis of the distribution of TCR  chain  clonotypes amplified from graft inoculums and PBMC samples obtained from corresponding UCBT recipients (n=11). Each bar represents a time point (i.e. graft inoculum; time post-UCBT), and each box within a bar represents a particular T cell clonotype identified by a characteristic TCR β chain CDR3 sequence. Open boxes represent unique clonotypes (i.e. clonotypes that were not found in another time point). Colored bars represent persisting clonotypes, i.e. clonotypes that were observed in more than one time point. Identical colors correspond to identical clonotypes in within-patient but not between-patient analysis. Twenty to 35 independent recombinant clones were analysed per time point. P2, P8 and P20 experienced leukemic relapse. B. Simpson’s diversity index (Ds)24 was used to represent clonal diversity. Statistical significance was tested using one-way ANOVA and Bonferroni’s multiple comparison test. *: p < 0.05. Boxes represent median and IQR. Error bars represent the range. n represents the number of subjects. 
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Figure 3.3. Phenotypic reconstitution of total CD8+ T cells and A2/Melan-A+ CD8+ T 
cells following UCBT. Representative dot plots and pie charts represent median frequencies of naïve, CM, EM, and EMRA CD8+ T cells measured ex vivo in the graft inoculum and UCBT recipients using tetramer staining. No A2/Melan-A+ T cells were detected ex vivo at 1 to 3 months post-UCBT.  
 
Figure 3.4. Polyfunctionality profile and cytolytic activity of A2/Melan-A+ CD8+ T cells 
following UCBT. A. Staining for IFN-γ, IL-2 and CD107a was performed on T cell microcultures derived from graft inoculums and UCBT recipients following stimulation with cognate peptide. Background frequencies measured in absence of cognate peptide were subtracted. Left panel represents the frequencies of cells expressing combinations of IFN-γ, IL-2 and CD107a. Right panel depicts the frequencies of cells exhibiting 1, 2 and 3 functions. n represents the number of subjects. B. 51Cr release assays were performed using 221.A2 targets pulsed with Melan-A26-35 A27L peptide. Samples were considered positive when 51Cr release measured in presence of cognate peptide was ≥ 10% of total release and ≥ 2 standard deviations above 51Cr release measured in absence of peptide. i. Bars represent the mean and standard error of frequencies of cytolytic A2/Melan-A+ CD8+ T cell microcultures derived from the graft inoculum (G) and from samples obtained from study subjects following UCBT. n represents the number of subjects tested at each time point. ii. Box and whiskers represent % specific lysis exhibited by T cell microcultures derived from the graft inoculums or from samples obtained from UCBT recipients. % specific lysis was computed as [(51Cr release in presence of cognate peptide - 51Cr release in absence of peptide) x 100 / total 51Cr release]. n represents the number of T cell microcultures tested at each time point. iii. Squares represent the mean and SEM of lysis in presence (closed squares) or absence 
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(open squares) of cognate peptide. n represents the number of T cell microcultures tested at each time point. There were no significant differences between time points. Statistical significance was tested using the Mann-Whitney U test and ANOVA analysis of variance. Statistical significance was tested using ANOVA or the Mann-Whitney U test.   
 
Figure 3.5. Frequencies of PD-1+ CD8+ and PD-1+ CD4+ T cells following UCBT. A. PD-1 expression was analyzed by FACS on CD8+ T cells ex vivo. Gates were set on CD8hi to exclude CD8+ NK cells. B. PD-1 expression was analyzed by FACS on CD4+ T cells ex vivo. C. Correlation between the frequency of PD-1+ CD8+ T cells and absolute CD8+ T cell counts throughout the follow-up period. D. Correlation between the frequency of PD-1+ CD8+ T cells and absolute CD4+ T cell counts throughout the follow-up period. Boxes and whiskers depict the median, IQR and range of frequencies in graft inoculums (G), UCBT recipients, and healthy adults (AB). Statistical significance was tested using Spearman’s rank correlation test or one-way ANOVA and Bonferroni’s multiple comparison test. *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001. n represents the number of subjects. 
 
Figure 3.6. Association between PD-1 expression and leukemic relapse. Absolute CD4+ T cells counts (A) and absolute CD8+ T cell counts (B) were measured by FACS in PBMC samples obtained at 6 months post-UCBT. Frequencies of PD-1+ CD8+ T cells were measured in PBMC samples obtained at 2 months (C) and 6 months (D) post-UCBT. Statistical significance was tested using the Mann-Whitney U test. Boxes and whiskers depict the median, IQR and range. n represents the number of subjects. NR: non-relapsers, R: relapsers. 
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SUPPLEMENTAL FIGURE LEGENDS  
Fig. 3.S1. Analysis of the TCR β chain repertoire in A2/Melan-A+ CD8+ T cells following 
UCBT. The TCR β chain was amplified from cDNA derived from tetramer-sorted A2/Melan-A+ CD8+ T cells isolated from the graft inoculum or UCBT recipients. CDR3 length was determined using IMGT/V-QUEST (Brochet et al., 2008). Gaussian distribution of CDR3 length is consistent with a pre-immune or fully reconstituted T cell repertoire. A mean of 24.9 sequences were analyzed for each subject/time point (1319 sequences total). * denotes that the distribution of CDR3 length does not deviate from the normal distribution, as determined using the Kolmogorov-Smirnov test.  
 
Fig. 3.S2. Phenotypic reconstitution of total CD8+ T cells and A2/Melan-A+ CD8+ T cells 
following UCBT. Pie charts represent median frequencies of naïve, CM, EM, and EMRA CD8+ T cells and A2/melan-A+ CD8+ T cells measured ex vivo in the graft inoculum and UCBT recipients over 36 mo of follow-up using tetramer staining. No A2/Melan-A+ T cells were detected ex vivo at 1, 2 and 3 months post-UCBT. Relapse: subjects who experienced relapse of underlying leukemic disorder after 6 mo post-UCBT. Failure: subject who experienced failure of engraftment.  
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Fig. 3.S4. Representative dot plots and gating strategy for intracellular staining. Intracellular staining for IFN-γ, IL-2, and CD107a was carried out following stimulation with cognate peptide.  
 
Fig. 3.S5. PD-1 expression in CD8+ and CD4+ T cells following UCBT. A. Representative dot plots of PD-1, CD8 and CD4 staining in cells from the graft inoculums and PBMC samples obtained from UCBT recipients over the follow-up period. For PD-1+, logical gates were set on CD8hi to exclude CD8+ NK cells. B. Relative frequencies of PD1+ cells in CD4+ T cells and CD8+ T cells. Statistical significance was tested using the Mann-Whitney U test. C. Statistical significance of the association between the frequencies of PD-1+ CD8+ T cells and PD-1+ CD4+ T cells measured throughout follow-up in UCBT recipients was tested using Spearman’s correlation test. Normalized ∆MFI for PD-1 [(MFI PD-1+ - MFI PD-1-) / MFI PD-1-] was measured by FACS in CD8+ (D) and CD4+ (E) T cells obtained from UCBT recipients during the follow-up period and from healthy adults. In D, differences between groups were not statistically significant (p > 0.05; one-way ANOVA). In E, overall differences between groups were detected (p < 0.05; one-way ANOVA) but these differences could not be significantly ascribed to any particular comparison between time points (p > 0.05; Bonferroni’s multiple comparison test). F. Frequency of PD-1+ T cells in CD4+ T cells did not significantly differ between responders (R) and non-responders (NR) at 6 months post-UCBT. G. The frequency of PD-1-expressing CD8+ T cells is shown in nonrelapsers only. H. The frequency of PD-1-expressing CD4+ T cells is shown in nonrelapsers only. n represents the number of subjects.     
 
  140 
Fig. 3.S6. Phenotypic profiles of total CD8+ T cells in relapsers and non-relapsers 
following UCBT. Boxes and whiskers represent the median, IQR, and range of frequencies of naïve, CM, EM, and EMRA CD8+ T cells measured ex vivo in PBMC samples obtained from relapsers (n = 5) and non-relapsers (n = 10) at 6 mo post-UCBT. Statistical significance was assessed using the Mann-Whitney U test. NR: non-relapsers, R: relapsers. 
 
Fig. 3.S7. Gating strategy. Dot plots show representative samples and gating strategy for determining CD8+ and CD8+ A2/Melan-A+ T cell phenotype. 
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Table 3.I. Clinical characteristics of transplanted patients   n % Patient reference ID 
Gender XX 11 42.3 1,5,7,8,11,12,20,21,22,23,25 XY 15 57.7 2,3,4,6,9,10,13,14,15,16,17,18,19,24,26 
UCB graft Single unit 24 92.3  
 Double units 2 7.7 19, 24 
Hematologic 
malignancies 
ALL 11 42.3 1,3,8,10,13,14,15,17,18,23, 26 MDS 8 30.8 5,6,7,9,12,21,22,24 AML 4 15.4 2,4,20,25 
Others FHLH 1 3.8 11 Farber disease 1 3.8 16 Hurler syndrome 1 3.8 19 
HLA disparity 0 9 34.6 1,4,5,6,12,14,19,23,25 1 9 34.6 2,3,8,10,11,16,20,21,26 2 8 30.8 7,9,13,15,17,18,22,24 
Outcome Death 8 30.8 1,2,7,8,12,14,19,23 Cytomegalovirus infection  3 11.5 7,9,12 Herpes virus infection (other) 12 46.2 2,9,10,11,13,15,17,21,25 Leukemic relapse 8 34.8 2,8,12,14,20,22,23,26 Acute GvHD 4 15.4 17,18,22,24 Chronic GvHD 1 3.8 21 Graft failure 3 11.5 1,6,19  Conditioning regimen and GvHD prophylaxis were described under Materials and Methods. Twenty-three of 26 subjects (88.5%) were transplanted to treat persistent malignant disease. The major cause of post-transplant mortality was leukemic relapse (n = 5). Leukemic relapse frequency was computed on hematologic malignancies (8/23= 34.8%). Subjects lost to follow-up (n = 2) were not included in the analysis. ALL: acute lymphoblastic leukemia; MDS: myelodysplastic syndrome; AML: acute myeloid leukemia; FHLH: familial hemophagocytic lymphohistiocytosis; GvHD: graft-versus-host disease.  
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Figure 3.2. 
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Figure 3.3. 
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Figure 3.S1. 
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Figure 3.S2.  
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Figure 3.S3. 
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Figure 3.S4. 
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Figure 3.S5. 
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Figure 3.S6. 
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TRANSITION La précédente étude dépeint la reconstitution des lymphocytes T CD8+ en deux vagues successives et peu chevauchantes, chez les enfants transplantés de SCO. La première vague est caractérisée par un épuisement clonal progressif jusqu’à 3 mois post-greffe, défini par une population en différenciation terminale et exprimant la molécule régulatrice PD-1. La deuxième vague de reconstitution détectée généralement à 6 mois post-TSCO est issue de la thymopoïèse et fait place à des cellules T naïves, polyclonales et fonctionnelles. Tel que suggéré par leur phénotype majoritairement naïf suite à la TSCO, les lymphocytes T A2/Melan-A+ ne semblent pas répondre à leur antigène en périphérie. Bien qu’informatif quant à la cinétique et quant au potentiel des lymphocytes T en général, ce répertoire ne participent pas, a priori, à la protection contre les infections opportunistes et les rechutes de leucémie.  
Qu’en est-il de la fonctionnalité des lymphocytes T issus du greffon lorsqu’ils sont stimulés par des virus chez le receveur de TSCO? À quel moment est-il possible de développer des réponses protectrices antivirales après la TSCO? Est-il obligatoire de développer des symptômes cliniques pour développer une immunité anti-virale?  
Nous allons tenter de répondre à toutes ces questions dans le chapitre suivant en étudiant les réponses des lymphocytes T spécifiques à CMV et à VZV, deux virus qui sont des causes majeures de morbidité et mortalité chez les receveurs de TSCO. 
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ABSTRACT Cytomegalovirus (CMV) and varicella-zoster virus (VZV) are significant causes of morbidity and mortality following umbilical cord blood transplantation (UCBT). However, the kinetics of reconstitution and protective potential of antiviral cell-mediated immune responses following UCBT remain poorly characterized. Here, the reconstitution of CMV and VZV-specific T cell responses and standard immunological parameters were assessed between 1 to 36 months post-transplantation using flow cytometry and IFN-γ ELISpot in 30 children with haematological malignancies who underwent UCBT (n=28) or bone marrow transplantation (BMT) (n=2). Barely detectable in the first 3 months post-transplantation, antiviral T cell responses directed against CMV and VZV were observed in 30.4% and 40.3% of study subjects after 36 months of follow-up. Four seronegative subjects developed IFN-γ responses against CMV, while 4 subjects developed a VZV-specific IFN-γ response without showing clinical signs of infection. Four of 30 subjects developed CMV DNAemia, and 5 of 30 experienced manifestations of herpes zoster during the post-transplant period. However, no CMV- or VZV-related events were observed in study subjects following the development of CMV- or VZV-specific responses >150 SFU per 106 PBMC, consistent with T cell-mediated protection. Finally, famciclovir prophylaxis delayed the onset of herpes zoster but did not strictly prevent the reconstitution of the VZV-specific T cell repertoire, as the frequency of T cells producing IFN-γ in response to VZV antigens reached levels consistent with protection in two non-zoster subjects. Routine monitoring of CMV- and VZV-specific cell-mediated immunity during the post-transplant period could inform immunocompetence in UCBT and BMT recipients and guide initiation and cessation of antiherpetic prophylaxis [255 words].  
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INTRODUCTION As an alternative to unrelated bone marrow transplantation (BMT), umbilical cord blood transplantation (UCBT) has been used for over two decades to treat paediatric patients suffering from various haematological disorders. UCBT is associated with a specific pattern of clinical outcomes. Major advantages include a low incidence of graft-versus-host disease (GvHD) [1] and efficient graft-versus-leukemia effect [2]. Its main disadvantages are delayed engraftment, late reconstitution of the CD8+ T cell subset as compared to BMT, and a higher incidence of opportunistic infections (OI) in the first 3 to 6 months post-transplantation that results in higher rates of morbidity and mortality relative to BMT during this period [3-5]. In particular, cytomegalovirus (CMV) and varicella zoster virus (VZV) are important causes of OI and infections with these pathogens are observed more frequently in UCBT recipients than in BMT recipients [6,7]. CMV is a lymphotropic β-herpesvirus that establishes latency and persists in the host following primary infection. CMV infection is largely asymptomatic in immunocompetent hosts. However, in immunodeficient subjects, it is associated with life-threatening complications, including CMV pneumonia, gastroenteritis, and, less commonly, retinitis, hepatitis, and encephalitis [8]. Between 50% and 100% of patients that are CMV-seropositive prior to transplantation will experience clinical symptoms of CMV infection or detectable viral replication by day 100 post-UCBT [9-11]. Ganciclovir prophylaxis does not fully suppress CMV reactivation and is associated with myelosuppression that limits its usage in paediatric UCBT recipients [4,12-14]. Preemptive monitoring, which consists in performing weekly pp65-specific PCR during the first 6 months following transplantation, reduces the incidence of CMV disease down to 5%-20% at day 100 [11,15,16]. However, late-onset (> 6 months) CMV disease can still occur and is associated with a high rate of mortality [17], particularly in CMV-seropositive recipients [18,19]. Moreover, the high sensitivity of PCR detection may lead to 
  158 
overtreatment of patients who would not have otherwise progressed to overt CMV disease [20]. Recent tetramer-based studies showed that rapid recovery of CMV-specific CD8+ T lymphocytes was associated with a reduced incidence of CMV-related complications in allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) recipients [21,22]. Production of IFN-γ by CMV-specific CD4+ and CD8+ T cells was closely associated with control of CMV antigenemia and DNAemia following allogeneic HSCT in some studies [23,24] but not in others [25,26].  VZV is a α-herpesvirus that preferentially infects epithelial and neural cells. Primary infection with VZV causes varicella, while its reactivation causes herpes zoster. VZV infection can lead to the development of threatening complications in immunocompromised hosts, including visceral dissemination to the lungs, liver, and/or central nervous system [27-29]. VZV reactivation is common following HSCT, with 13%-55% of patients developing VZV-associated complications during the first year [28]. In 2008, Vandenbosch et al. reported that VZV reactivation was more frequent (63%), more severe, and occurred later following UCBT compared to BMT [7]. On the basis of this and similar observations, long-term prophylaxis with acyclovir or valaciclovir was recommended to prevent VZV-related complications in HSCT recipients [30]. The penciclovir prodrug famciclovir was used for the same indication in our clinical center. However, there have been concerns whether this prophylactic strategy may also lead to over-treatment and/or development of antiviral drug resistance [30]. In addition, because long-term protection from CMV and VZV infections is critically dependent on the reconstitution of a functional antiviral T cell repertoire [31-35], concerns were raised whether effective antiviral prophylaxis might result in impairment of virus-specific immune reconstitution [36,37].  Indeed, using IFN-γ production as a key 
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marker of T cell function, Distler et al. recently reported that VZV-specific T cell-mediated immunity was recovered efficiently in T cell-depleted allogeneic-BMT recipients who experienced herpes zoster but not in non-zoster patients, suggesting that VZV replication was required for priming/restoration of an efficient antiviral T cell repertoire [38]. Immunological monitoring of virus-specific T cell recovery may thus be helpful in determining which treatment strategy to adopt to resolve this conundrum. However, reconstitution and functionality of antiviral T cells are not well characterized in paediatric UCBT recipients.  The objectives of the present study were fourfold: a) to better define and compare the kinetics of reconstitution of CMV-specific and VZV-specific T cell-mediated immune responses following UCBT; b) to determine whether manifestations of CMV- or VZV-associated complications are required for reconstitution of virus-specific cell-mediated immune responses; c) to determine whether these responses protect the graft recipient against CMV- and VZV-associated complications; and d) to examine whether antiherpetic prophylaxis influences their development.  To do this, the reconstitution of CMV- and VZV-specific T cell responses and standard immunological parameters were monitored using flow cytometry and IFN-γ enzyme-linked immunospot (ELISpot) assays between 1 and 36 months post-transplantation in a group of 30 children who underwent UCBT (n = 28) or BMT (n = 2) for the treatment of haematological malignancies (n = 25) or other haematological or metabolic disorders (n = 5). Results indicate that an important proportion of subjects developed CMV- and VZV-specific IFN-γ responses without manifesting symptoms of the diseases, that emergence of detectable CMV- or VZV-specific cell-mediated immune responses was associated with absence of subsequent CMV- and 
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VZV-associated clinical manifestations, and that famciclovir prophylaxis did not impact the reconstitution of VZV-specific cell-mediated immunity.   
MATERIALS AND METHODS 
Study subjects. This study was approved by the Institutional Ethics Review Board of CHU Sainte-Justine, Montreal, Quebec, Canada. Full informed consent was obtained from all study participants, their parents and/or legal guardians. Thirty subjects with hematologic diseases who underwent either unrelated single UCBT (n = 26), double UCBT (n = 2), or unrelated BMT (n = 2) were enrolled in the study between 10/2004 and 06/2010. Median age at transplantation was 73 months (range: 4-211 months).  Venous blood samples (2-10 ml) were obtained from transplant recipients at 1, 2, 3, 6, 9, 12, 18, 24, and 36 months post-transplantation. UCB units, obtained from national and international cord blood banks, were required to show a 4/6 or greater allele-level match (HLA-A, HLA-B, HLA-DRB1) with the patient and with each other in the case of double UCBT. In the case of BMT, the match had to be 6/8 or greater (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1). Peripheral blood mononuclear cell (PBMC) were isolated on Ficoll-Hypaque (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) and cryopreserved in 90% v/v FBS (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) supplemented with 10% v/v DMSO. Basic clinical and socio-demographic characteristics of study subjects are summarized in Table 4.1. The conditioning regimen included total-body irradiation (TBI) or busulfan, except in one subject with severe idiopathic aplastic anemia. Graft inoculums were not T cell depleted. GvHD prophylaxis consisted of cyclosporine A and corticosteroids. Subjects were administered with 2 mg/kg antithymocyte globulin (Thymoglobulin; Sangstat, Mississauga, Ontario, Canada) on day -2, -1, +1, and +2, and granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) after UCBT. Intravenous immunoglobulins (500 mg/kg) were 
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administered weekly to all subjects from transplant to day +100, then every month for 6 months. Subjects with pre-transplant positive serology for herpes simplex virus were given acyclovir prophylaxis (250 mg/m2/12 hours) from day -1 to day +21.  
CMV and VZV monitoring and prophylaxis. The graft recipients’ pre-transplant CMV serological positivity (CMV+) (i.e. presence of immunoglobulin G [IgG] antibodies to CMV late antigens) was confirmed using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). In subjects enrolled before 09/2005, CMV reactivation was monitored by detection of CMV pp67 mRNA in whole blood using a semi-quantitative nucleic acid sequence-based amplification (NASBA) method [39]. An in house real-time PCR method based on detection of pp65 developed in 2005 was then implemented (Brigitte Malette, CHU Sainte-Justine, Montreal; primer sequences available upon request). Monitoring was performed on a weekly basis until 6 months post-transplant or longer if immunosuppression persisted. Ganciclovir treatment (5 mg/kg/12 hours) was initiated upon detection of more than 3,000 CMV DNA copies/ml plasma and discontinued upon disappearance of viremia. VZV serological status prior to and post-transplantation was determined using ELISA (Enzygnost, Dade Behring Marburg, Marburg, Germany; Euroimmun, Lübeck, Germany). VZV disease was suspected in presence of typical cutaneous vesicular lesions, and confirmed by virus isolation using standard culture or antigen detection by direct immunofluorescence. Anti-VZV immunoglobulins were administered to one subject (P5) at 18 months post-transplant following possible VZV exposure. Since 2007, VZV seropositive subjects (VZV+) were treated with famciclovir prophylaxis for the first year following UCBT (no treatment in children under 2 years of age; 125 mg twice a day in children aged 2-5 years; 250 mg twice a day in children aged 6-11; 500 mg twice a day in children aged >12). When zoster was detected after 12 months post-transplantation, 
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subjects were treated with intravenous acyclovir for 3 days (500 mg/m2 3 times per day), followed by 10 days treatment with famciclovir (250 mg 3 times per day in children weighting between 20 and 40 kg; 500 mg 3 times per day in children over 40 kg).  
 
Immunophenotyping. Absolute CD4+ and CD8+ T lymphocyte counts were determined by flow cytometry. Phenotypic analysis of CD8+ T cells was performed using cryopreserved PBMC, while CD4+ T cells were phenotyped from fresh whole blood. Except were mentioned, all antibodies were purchased from BD Biosciences (San Diego, CA). The following monoclonal antibodies (mAbs) were used: PE- or APC- conjugated anti-CD8 (RPA-T8), PE-Cy7-conjugated anti-CCR7 (3D12), and FITC-conjugated anti-CD45RA (HI100) [40]; or APC-conjugated anti-CD4 (SK3), PE-conjugated anti-CD45RA (ALB11; Beckman Coulter, Indianapolis, IN) and FITC- conjugated anti-CD31 (PECAM-1, clone WM59) [41]. mAbs for cell-surface staining were added, and cells were incubated for 30 min at room temperature for CD8+ T cells and 20 minutes on ice for CD4+ T cells. Erythrocytes were then lysed using 10% v/v BD FACS Lysing Solution. Lymphocytes were gated according  to forward and side scatter. Compensations were performed using single fluorochromes, and logical gates were set using fluorescence-minus-one (FMO) controls. Analysis was performed on a BD FACSCalibur flow cytometer (CD8+ T cells) or on a BD FACSCanto II (CD4+ T cells) using BD FACSDiva and FCS Express Version 3 software packages (De Novo Software, Los Angeles, CA).   
Enzyme-linked immunospot assay (ELISpot). Frozen PBMC were thawed in the presence of Benzonase Nuclease (Novagen, Madison, WI) 
and resuspended in RPMI 1640 medium supplemented with 20% v/v FBS and 50 μg/ml 
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gentamicin (Invitrogen). Cells were incubated overnight into flasks at a concentration of 2 x 106 cells/ml at 37oC under a 5% CO2 atmosphere. Assays were performed using 96-well Multiscreen IP plates (Millipore, Bedford, MA) coated overnight at 4oC with purified mouse anti-human IFN-γ capture antibody (NIB42; BD Biosciences) diluted 10 μg/ml in PBS (Invitrogen). Plates were blocked for 2 h at 37oC with RPMI 1640 medium supplemented with 10% FBS. PBMC were diluted at a final concentration of 2 x 106 cells/ml in AIM-V medium (Invitrogen) supplemented with 2% v/v inactivated human serum (IHS; Wisent, St-Jean-Baptiste, QC, Canada). 100 μl suspension was added to each well, combined with 100 μl of VZV antigen (100,000 Gy irradiated Varivax III; 1,350 plaque forming units/ml; Merck Frosst, Kirkland, Canada) diluted 1/200 in AIM-V medium, or with 1 µg of an equimolar mixture of 138 15-mer peptides synthesized based on the amino-acid sequence of CMV pp65 (Pepmix HCMVA pp65; JPT Peptide Technologies, Berlin, Germany) [42-44]. Anti-CD3 mAb (OKT3; Sanquin, Amsterdam, The Netherlands) was used as positive control (0.5 
µg/ml), while cells incubated with AIM-V 2% IHS and 0.5% DMSO were used as a negative control. Plates were incubated for 22-24 hours and developed by the addition of 0.5 µg/ml of biotinylated anti-IFN-γ mAb (4S.B3; BD Biosciences) and alkaline phosphatase-conjugated streptavidin (Bio-Rad, Hercules, CA). Plates were washed and incubated with BCIP/NBT-plus substrate solution (Bio-Rad). All negative controls and VZV assays were performed in duplicates. Spots were enumerated using CTL ImmunoSpot S4 UV Analyser (Cellular Technology Limited, Shaker Heights, OH). Negative control was subtracted and IFN-γ production was expressed as number of spot-forming units (SFU) per 106 PBMC. Samples were considered positive if the number of spots was >50 SFU per 106 PBMC above background and 2 standard deviations above the negative control. A value of 400 SFU per well was used when spots were too numerous to be counted. 
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Statistical analysis. The Wilcoxon rank-sum test was used to test differences between continuous variables, whereas the Chi-square test was used for categorical measurements. Correlations were assessed using Spearman rank test and linear regression. Reconstitution of CMV- and VZV-specific cell-mediated immune responses was represented using the Kaplan-Meier method, and survival curves were compared using the logrank test. Statistical analysis was performed using GraphPad Prism version 4 (GraphPad Software, San Diego, CA).     
RESULTS 
Characteristics of study subjects.  A total of 30 paediatric patients with haematological disorders were enrolled in this study, most of whom were diagnosed with malignant diseases (Table 4.1). Twenty six were transplanted with a single UCB unit, 2 with double UCB units, and 2 with unrelated BM. Eight subjects died during the 36 months follow-up (26.7%). Five subjects (16.7%) had detectable anti-CMV antibody titers (CMV-seropositive) and 19 (63.3%) had measurable anti-VZV antibody titers (VZV-seropositive) prior to transplantation (Supplemental Table 4.1 and 4.2). In all, 14 of 30 subjects (46.7%) developed at least one complication related to infection with herpesviruses during the first 100 days post-transplantation, including herpes simplex virus 1 (HSV-1; n = 4), Epstein-Barr virus (EBV; n = 4), CMV (n = 4), VZV (n = 2), human herpes virus 6 (HHV-6; n = 1), and human herpes virus 7 (HHV-7; n = 1). Two recurrences of zoster and 3 additional VZV reactivations occurred 1-2 years post-transplantation. Four subjects developed acute GvHD and 1 developed chronic GvHD. Nine subjects (30.0%) experienced leukemic relapse during the course of the study, of whom 7 
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died. Other causes of death included CMV-associated interstitial pneumonia (P7) and graft failure (P19).   
Reconstitution of CD8+ and CD4+ T lymphocyte subsets.  As expected, absolute CD4+ and CD8+ T cells counts were extremely low in the first 3 months post-transplantation. While CD4+ T cells counts tripled between 2 and 3 months (median = 24 cells/mm3 and median = 91 cells/mm3 at 2 and 3 months post-transplantation, respectively), CD8+ T cells counts remained stable (median = 20 cells/mm3). Median CD4+ and CD8+ T cell counts remained below normal values at 6 months post-transplantation, although some subjects had already attained normal T lymphocytes counts by that time (Figure 4.1A) [45,46]. The vast majority of subjects recovered levels of T cells consistent with normal values by 12 months post-transplantation (median = 928 cells/mm3 and median = 441 cells/mm3 for CD4+ and CD8+ T lymphocytes, respectively) (Figure 4.1A) [45,46].   The contribution of thymopoïesis to T cell reconstitution was then evaluated based on the frequency of naïve CD8+CD45RA+CCR7+ [40] and CD4+CD45RA+CD31+ T cells [41] (Figure 4.1B and 4.1C). Frequencies of naïve CD8+ T cells remained close to baseline in the first 3 months post-transplantation, did not increase between 2 and 3 months (median = 1.74%, 4.22%, and 4.44% at 1, 2, and 3 months post-transplantation, respectively), and then rose progressively between 6 and 18 months (median = 27.4%, 66.4%, 76.6%, and 72.8% at 6, 12, 18, and 24 months post-transplantation, respectively) (Figure 4.1B). Naïve CD4+ T cells were barely detectable at 1 month post-transplantation (median = 0.40%), but their frequency increased slowly between 2 and 6 months (median = 1.30%, 3.20%, and 11.0% at 2, 3, and 6 months post-transplantation, respectively). Between 9 and 24 months post-
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transplantation, roughly half of the CD4+ T cell subset was comprised of naïve CD4+ T cells (median = 44.0%, 52.0%, and 58.0% at 9, 12, and 24 months post-transplantation, respectively) (Figure 4.1C). 
 
Reconstitution of CMV-specific cell-mediated immune responses.  Five of 30 subjects (16.7%) were CMV-seropositive before transplantation and 4 of them (80%) developed CMV DNAemia (Supplemental Table 1). One subject (P7) died of CMV-associated interstitial pneumonia. Another (P12) developed an ophthalmic infection that was efficiently controlled, but later died of leukemic relapse. There was a strong association between CMV disease and CMV seropositivity (p < 0.0001, Chi-square test). IFN-γ ELISpot using a pp65 peptide mixture as antigen was used to assess reconstitution of anti-CMV cell-mediated immunity in 25 of 30 subjects [10,42-44]. No responses were detected at 1 month post-UCBT, or in BMT recipients. From 2 to 36 months, CMV-specific immune reconstitution was steady and progressive, increasing from a mean of 29 SFU per 106 PBMC to 256 SFU per 106 PBMC at 2 and 36 months post-transplant (Figure 4.2A). IFN-γ responses were heterogeneous, with high SFU values observed at all time points (Figure 4.2A). In Kaplan-Meier analysis, only 3.33% of study subjects had recovered significant anti-CMV immunity at 2 and 3 months post-transplantation. At 6 and 12 months post-transplantation, 10.8% and 15.0% of subjects produced detectable IFN-γ in response to CMV. Finally, at 36 months post-transplantation (end of follow-up), 30.4% of subjects tested had developed anti-CMV cell-mediated immunity (Figure 4.2B). Of note, the 2 subjects who were BMT recipients were CMV-seronegative pre-transplant and did not recover CMV-specific IFN-γ production during the follow-up period.  
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CMV DNAemia between 7,000 and 138,107 copies per ml plasma were detected in subjects P7, P9, P12 and P26, who were then treated with ganciclovir. Subject P7, who developed interstitial pneumonia, was withdrawn from the study at 2 months post-UCBT, when CMV DNAemia reached 90,000 copies per ml, and his anti-CMV IFN-γ response was not assessed. However, the three other CMV-seropositive subjects (i.e. P9 and P12 and P26) exhibited strong IFN-γ responses at all time points post-DNAemia (positive pp65 PCR) and did not develop clinical symptoms nor recurrent DNAemia following CMV-specific immune reconstitution (Figure 4.3A). The sole CMV-seropositive subject in whom CMV DNAemia was not detected (P11), was 5 months old at the time of serologic typing and did not reconstitute CMV-specific cell-mediated immunity in terms of IFN-γ production (data not shown).  Overall, 4 cases (19.0%) of spontaneous reconstitution of CMV-specific IFN-γ production were observed in 21 CMV-seronegative recipients with no concurrent or previously documented incidences of CMV DNAemia (Supplemental Table 4.1). Subject P21 developed a response of 426 SFU per 106 PBMC as early as 2 months post-transplant, a response that was considerably higher than the mean response observed at that particular time point (Figure 4.3B). CMV-specific T cell responses were confirmed by HLA-A2-pp65 tetramer staining in subjects P4, P5 and P21 (data not shown).   
Association between thymopoïesis and reconstitution of CMV-specific cell-mediated 
immune responses.  The impact of CD8+ and CD4+ T cell reconstitution on the reconstitution of CMV-specific cell-mediated immune responses was examined in UCBT recipients (Table 4.2). During the first 
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6 months post-transplantation, CMV-specific IFN-γ production was associated with total CD3+ and CD4+ T cell counts (p = 0.0483, r = 0.2989, and p = 0.0272, r = 0.3489, respectively, Spearman’s rank correlation test). The frequency of naïve CD8+ T cells was also positively associated with the magnitude of the CMV-specific response (p = 0.0086, r = 0.4391, Spearman’s rank correlation test) (Table 4.2). However, no associations were observed between levels of CMV DNAemia and the degree of immune reconstitution in terms of total and/or naïve CD4+ and CD8+ T cell counts (data not shown). These results suggest that both CD4+ and CD8+ T cells participate in the generation of IFN-γ in response to stimulation with CMV-derived peptides in UCBT recipients, and that immune reconstitution (i.e. the emergence of naive CD8+ T cells) leads to stronger responses.   
Reconstitution of VZV-specific cell-mediated immune responses.  Nineteen subjects (63.3%) exhibited a positive VZV serologic status prior to transplantation, including 10 subjects who were treated for 12 months with famciclovir prophylaxis (Supplemental Table 4.2). Five of 19 (26.3%) VZV-seropositive subjects developed zoster-associated clinical symptoms and one later died of leukemic relapse (P2). There was a higher risk of developing VZV disease in VZV-seropositive subjects (p = 0.0312, Chi-square test). However, no differences were observed in the incidence of VZV disease development whether or not recipients received famciclovir prophylaxis (p = 0.5000, Chi-square test). IFN-γ ELISpot using irradiated Varivax III as antigen was used to assess reconstitution of anti-VZV T cell-mediated immunity in 26 study subjects. No VZV-specific IFN-γ responses were detected at 1 and 2 months post-UCBT and post-BMT. Then, the reconstitution of VZV-specific cell-mediated immune responses was progressive, going from a mean of 11 SFU per 106 PBMC at 3 months post-transplantation to 243 SFU per 106 PBMC at 36 months. Similar 
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to CMV-specific immune reconstitution, heterogeneous SFU values were observed (Figure 4.4A). However, the magnitude of VZV-specific responses was comparatively smaller than that of CMV-specific responses (p = 0.0273; Wilcoxon rank-sum test) (Figure 4.2A, 4.2C, 4.4A, 4.4C). In Kaplan-Meier analysis, 0.00% and 3.57% of subjects developed VZV-specific IFN-γ responses above the detection threshold at 2 and 3 months post-transplantation, respectively. This proportion increased to 14.7% and 19.0% at 6 and 12 months post-transplantation. Finally, at 36 months post-transplantation, 40.3% of subjects tested had developed anti-VZV cell-mediated immunity in terms of IFN-γ production (Figure 4.4B). This proportion was higher than that observed with CMV-specific responses (Figure 4.2B), but this difference was not statistically significant (p = 0.5477, logrank test). The two BMT recipients were VZV-seropositive, and one of them developed an anti-VZV response of 330 SFU per 106 PBMCs at 24 months post-BMT. In all, 8 of 19 (42.1%) VZV-seropositive subjects, including 5 who were under famciclovir prophylaxis and 4 who came down with zoster, developed a VZV-specific IFN-γ response at any time post-transplantation (Figure 4.4A, Supplemental Table 4.2).  Subjects P2, P5 and P13 did not receive famciclovir prophylaxis and developed zoster at 1.5 months, 19 months, and 1 month post-transplantation, respectively. In the case of subject P2, zoster was chronic, with recurrences of symptoms at 6 and 18 months post-UCBT and no significant VZV-specific IFN-γ responses (Figure 4.5A). At 20 months post-UCBT, subject P2 died following leukemic relapse. Subject P5, who received anti-VZV IgG and famciclovir at 18 months post-UCBT, developed a response of 400 SFU per 106 PBMC and no recurrence of clinical symptoms was reported (Figure 4.5A). He was vaccinated against VZV at 3 years post-UCBT. Subject P13 received famciclovir for a year after the first manifestation of 
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clinical symptoms of zoster. The disease reappeared at 18 months post-transplantation, at which time P13 was treated with famciclovir. However, clinical symptoms reappeared at 28 months post-UCBT. Subject P13 developed a VZV-specific IFN-γ response of 208 SFU per 106 PBMC at 36 months, following which no further recurrences of zoster were reported (follow-up is now 60 months post-transplantation). Subjects P15 and P17 received famciclovir for one year post-UCBT and developed zoster after discontinuation of treatment at 21 and 13 months post-transplantation, respectively. Subject P15 was vaccinated against VZV at 30 months post-transplantation and developed a VZV-specific IFN-γ response of 53 SFU per 106 PBMCs at 36 months post-transplantation. Subject P17 exhibited a VZV-specific IFN-γ response of 150 SFU per 106 PBMC at 21 months post-transplantation, and, at 36 months post-UCBT, no further symptoms of VZV infection were reported. A total of 11 VZV-seropositive subjects did not develop any detectable IFN-γ responses against VZV antigens, including 7 subjects who did not receive prophylactic treatment. There were no significant differences between subjects who received prophylaxis and those who did not with respect to the proportion of subjects with above-threshold levels of anti-VZV effectors at 12 months post-transplantation (n = 18, p = 0.5000; Chi-square test) or with respect to the frequency of cells that produced IFN-γ (p = 0.5313, Wilcoxon rank-sum test).  Spontaneous reconstitution of VZV-specific cell-mediated immune responses (i.e. in the absence of clinical symptoms) occurred in 3 of 19 (15.8%) VZV-seropositive subjects (P11, P18 and P29), and in 1 of 7 VZV-seronegative subjects (P21, transplanted at 5 months of age) (Figure 4.5B). VZV-seropositive patients were more likely to reconstitute anti-VZV immunity than VZV-seronegative patients, although this difference did not reach statistical significance (p = 0.0509, Chi-square test) (Figure 4.5, Supplemental Table 4.2). A few cases 
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of subclinical VZV reactivations were confirmed by seroconversion to VZV between 12 and 36 months post-transplantation (Table 4.3). Finally, the five subjects who suffered from herpes zoster exhibited VZV-specific IFN-γ responses of < 150 SFU per 106 PBMC at the onset or recurrence of disease, whereas all subjects who reconstituted anti-VZV cell-mediated immunity above the detection threshold in absence of clinical symptoms developed responses ≥ 150 SFU per 10 6 PBMC (p = 0.0013; Chi-square test) (Figure 4.5A and 4.5B).  
Association between reconstitution of VZV-specific cell-mediated immune responses 
and thymopoïesis.  The impact of reconstitution of the CD4+ and CD8+ T cell subsets on VZV-specific cell-mediated immune responses was examined in UCBT and BMT recipients from our study group (Table 4.2). During the first 6 months post-transplantation, VZV-specific IFN-γ SFU numbers were significantly associated with absolute CD4+ T cell counts (p = 0.0413, r = 0.3337, Spearman’s rank correlation test). In addition, the magnitude of the VZV-specific response in terms of numbers of IFN-γ-producing cells was positively correlated with the frequency of naïve (CD45RA+CCR7+) CD8+ T cells (p = 0.0108, r = 0.4482, Spearman’s rank correlation test). These results suggest that both CD4+ and CD8+ T cell subsets are implicated in IFN-γ production and that the re-emergence of naïve CD8+ T cells through thymopoïesis leads to more robust VZV-specific cell-mediated immune responses in terms of IFN-γ production.  
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DISCUSSION By better defining and contrasting the kinetics of reconstitution of CMV-specific and VZV-specific T cell-mediated immune responses following UCBT or BMT, the first objective of the present study was to determine whether manifestations of CMV- or VZV-associated complications were required for reconstitution of virus-specific cell-mediated immune responses. To do this, we examined the progressive recovery of CMV- and VZV-specific T lymphocytes over a post-transplantation period of 3 years in 28 UCBT and 2 BMT recipients. In agreement with other studies (reviewed in ref. 5), the first 3-6 months post-transplantation were characterized by low CD4+ and CD8+ T cell counts, as well as low frequencies of naïve T cells. This slow recovery also mirrored the reconstitution of the CMV- and VZV-specific T cell repertoires. This is consistent with the high risk of developing opportunistic viral infections in the first 100 days post-transplantation [5], and with the high frequency of exhausted T cells that express programmed-death 1 during this period [47]. The associations that were observed between levels of CMV- and VZV-specific T cells, total CD4+ T cell counts, and naïve CD8+ T cell frequencies during the early post-transplantation period strongly suggest that both CD4+ and CD8+ T cells participate in the genesis of IFN-γ responses against these viruses, and that thymopoïesis also significantly contributes to the regeneration of the antiviral T cell repertoire. These results are in accordance with a recent study by Brown et al., who suggested that de novo production of T cells through thymopoïesis (in opposition to UCB-derived T cells expansion) was required for the development of strong and protective responses [26]. The intermediate to late (6-36 months) post-transplant period was characterized by a progressive increase in levels of T lymphocytes, both naïve and total. At 1 year post-UCBT, CMV- and VZV-specific cell-mediated immune responses in terms of IFN-γ production were detectable in only 15.0% and 19.0% of subjects, respectively. This proportion rose to 25.0% and 34.9% of subjects at 
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2 years post-transplantation, and to 30.4% and 40.3% at 3 years. Kaplan-Meier analysis revealed that the respective kinetics of reconstitution of responses against these two pathogens were not significantly different. This is in spite of the reported differences in timing of CMV-associated (early) versus VZV-associated (late) infectious complications relative to the time of transplant [5,7,9-11,28]. In addition, spontaneous reconstitution of CMV- and VZV-specific T cell responses (i.e. in absence of clinical symptoms or episodes of DNAemia) was observed in both seropositive and seronegative subjects, though less frequently in the latter. Indeed, four CMV-seronegative subjects developed IFN-γ responses against the virus, and three VZV-seropositive and one VZV-seronegative subjects developed a VZV-specific IFN-γ response without showing clinical signs of infection. The development of anti-CMV responses in the absence of detectable viral replication was confirmed by staining with MHC-peptide tetramers, while possible subclinical VZV reactivation was suggested by detection of VZV-specific IgG at 12-36 months following UCBT in a single case (P29). Reports have shown that CMV infection (detected with DNAemia or symptomatic episodes) occurred in CMV seronegative patients receiving seronegative grafts, with incidences ranging from 1.2 to 12% in the first 3 months post-transplantation [6,9,19,51]. This is why CMV surveillance is strongly advised for CMV seronegative recipients. However, to our knowledge, antiviral immune reconstitution has never been assessed in this category of patients.Reconstitution of T cell-mediated IFN-γ responses directed against VZV in the absence of clinical symptoms of VZV infection is in contradiction with a recent report on recipients of T cell-depleted BM [38], but is in agreement with several other studies. Consistent with our results, Malavige et al. showed that VZV-specific T cell responses were detectable in patients with malignancies without clinical signs of VZV reactivation, but appeared weaker or impaired in subjects with detectable VZV viremia [48]. Others have 
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shown that VZV-specific T lymphocyte proliferation was detectable in BMT recipients irrespective of whether or not they developed symptomatic recurrences of VZV [49], and that subclinical VZV viremia, which may occur without a replication phase in the skin when virions are trapped by mononuclear cells at the neuronal site of reactivation, can be controlled by T cell-mediated immune responses [50]. Taken together, results reported herein indicate that clinical or virological manifestations of CMV and/or VZV infection are not a strict requirement for the reconstitution of cell-mediated immune responses directed against these viruses in paediatric recipients of BMT or UCBT.  The second objective of the present study was to determine whether the T cell-mediated immune responses that were directed against CMV or VZV antigens were capable of protecting graft recipients against infectious complications associated with these two viruses. Four UCBT recipients experienced CMV DNAemia, including 2 cases of symptomatic reactivation. In all instances, CMV DNAemia occurred in the first 6 months post-UCBT. In three subjects, IFN-γ ELISpot assays performed after the DNAemia episode showed the presence of anti-CMV T cell responses in terms of IFN-γ production. No CMV-related events were observed in study subjects as a whole following the development of CMV-specific responses >150 SFU per 106 PBMC. This suggests that these responses were associated with protection from CMV-associated complications in UCBT recipients. Five of 30 subjects developed herpes zoster during the course of the study. The time window during which initial VZV reactivation was observed was wider than that of CMV, extending out from 1 month (P13) to 20 months (P15) post-transplantation. One subject (P2) never developed IFN-γ responses above the detection threshold and experienced several recurrences of zoster between treatments. Another subject (P13) experienced zoster despite the presence 
  175 
of VZV-specific responses at levels above the detection threshold. However, attainment of IFN-γ responses ≥ 150 SFU per 10 6 PBMC was associated with absence of further recurrences of herpes zoster, consistent with T cell-mediated antiviral protection. This frequency of VZV-specific T cells was also observed in VZV-seronegative subjects who were not vaccinated against VZV and who did not develop zoster, suggesting that UCBT recipients can recover potentially protective VZV-specific T cell responses in the absence of VZV infection or reactivation. We also observed that some patients did not show detectable levels of anti-VZV and anti-CMV immunity in terms of frequency of IFN-γ-producing T cells, but did not develop viremia or clinical signs of viral replication. The study of other functional properties of CMV- and VZV-specific T cells in this context (i.e. production of perforin and granzyme B) could provide a more precise picture of the antiviral immune response. Moreover, innate immune responses mediated by natural killer (NK) cells may be sufficient to keep latent CMV and VZV under control in some cases [52,53].    Our third and last objective was to examine whether antiherpetic prophylaxis influenced the development of VZV-specific cell-mediated immune responses. In the present study, 4 of 7 (57.1%) VZV-seropositive subjects who exhibited above-threshold frequencies of IFN-γ-producing T cells following in vitro stimulation with VZV antigens had been treated with prophylactic famciclovir. In two of these subjects (P15, P17), zoster developed but only after interruption of prophylaxis. Levels > 150 SFU per 106 PBMC were only attained in one of the 4 subjects (P18; 170 SFU per 106 PBMC) during the course of prophylaxis. Thus, famciclovir prophylaxis did not succeed in preventing the development of herpes zoster but only delayed the onset of the disease. Whether this delay reduces VZV-associated morbidity and mortality in UCBT and BMT recipients will require further investigation. In addition, 
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famciclovir prophylaxis did not strictly prevent the reconstitution of the VZV-specific T cell repertoire, as the frequency of T cells producing IFN-γ in response to VZV antigens reached levels consistent with protection in one non-zoster subject. Evidently, further studies involving larger numbers of subjects will be needed to confirm that prophylaxis does not affect the reconstitution, frequency and/or functional properties of VZV-specific T cells. In the meantime, in view of the results obtained in the present study, the best strategy may be to administer 12 months of famciclovir prophylaxis to prevent VZV infection/reactivation during the time required for immune reconstitution, and then vaccinate following discontinuation, but only if CD4+ and CD8+ T cell counts are within normal range [45] and levels of VZV-specific T cells have reached 150 SFU per 106 PBMC or above.  In summary, the present study documented for the first time the reconstitution of CMV- and VZV-specific T cell-mediated immune responses in UCBT recipients over a period of 3 years. The pattern of anti-herpetic immune reconstitution shows that the development of antiviral responses is rapid and efficient in some subjects, reaching a magnitude observed in adult controls as early as 2-3 months post-UCBT. However, antiviral reconstitution is slow in the majority of UCBT recipients. The reason for these differences between subjects is largely unknown. It may be influenced by age, thymic function, genetic predisposition, immunosuppressive drugs and/or exposure to cognate viral antigens [34]. Interestingly, our results revealed that reconstitution of CMV- and VZV-specific T cell responses also took place in subjects who did not develop CMV or VZV disease, and even in some pre-transplant seronegative subjects. Reconstitution appeared to be protective as it was associated with absence of subsequent viral replication and clinical symptoms, both in the case of CMV and VZV.  
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Immunological monitoring using IFN-γ ELISpot is a powerful tool to assess antiviral immune reconstitution in HSCT recipients and could provide guidance for clinical management of transplant recipients. The heterogeneity in CMV-specific and VZV-specific T cell responses suggests that immunological follow-up of transplant patients will be indispensable for the adjustment of immunosuppressive and antiviral therapy as a function of antiviral immune reconstitution. Although larger studies will be needed to rigorously define threshold values, the development of antiviral T cell response ≥ 150 SFU/10 6 PBMC was associated with absence of subsequent clinical complications related to CMV or VZV in study subjects. Broadening of the functional properties of T cells that are examined may improve the assessment of actual antiviral protection. 
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Table 4.1. Clinical characteristics of study subjects.   n % Patient reference ID number  
Gender XX 12 40.0 1,5,7,8,11,12,20,21,22,23,25,29 XY 18 60.0 2,3,4,6,9,10,13,14,15,16,17,18,19,24,26, Hematologic 
malignancy 
ALL 13 43.3 1, 3, 8, 10, 13, 14, 15, 17, 18, 23, 27,  MDS 8 26.7 5, 6, 7, 9, 12, 21, 22, 24  AML 4 13.3 2, 4, 20, 25 
Others FHLH 1 3.3 11 Farber disease 1 3.3 16 Hurler syndrome 1 3.3 19 SIAA 1 3.3 28 WAS 1 3.3 26 
Source 1 UCB unit 26 86.7 All but 19, 24, 28, 29 2 UCB units 2 6.7 19, 24 BM 2 6.7 28, 29 
HLA disparity 0 10 33.3 1, 4, 5, 6, 12, 14, 23, 25, 28, 29 1 11 33.3 2, 3, 8, 10, 11, 16, 19, 20, 21, 27,30  2 9 30.0 7, 9, 13, 15, 17, 18, 22, 24, 26 
Prophylaxis 1 yr famciclovir 10 33.3 14,15,17,18,20,22,23,25,27,29 
Outcome Death 9 30.0 1, 2, 7, 8, 12, 14, 19, 23,30 CMV DNAemia 4 13.3 7, 9, 12, 26 Zoster (VZV) 5 16.7 2, 5, 13, 15, 17 Other herpetic           11 36.7 9, 10, 11, 12, 13, 15, 21, 25, 27, 28, 29 Relapse 9 30.0 1, 2, 8, 12, 14, 20, 22, 23,30 Acute GvHD 4 13.3 17, 18, 22, 24 Chronic GvHD 1 3.3 21 Graft failure 3 10.0 1, 6, 19  ALL: acute lymphoblastic leukemia; MDS: myelodysplastic syndrome; AML: acute myeloid leukemia; FHLH: familial hemophagocytic lymphohistiocytosis; SIAA: severe idiopathic aplastic anemia; WAS: Wiskott-Aldrich syndrome; UCB: umbilical cord blood; BM: bone marrow; yr: year; CMV: cytomegalovirus; VZV: varicella-zoster virus; GvHD: graft-versus-host disease. 
 
  186 
 
Table 4.2. Association between CMV- or VZV-specific IFN-γ production, absolute CD3+, 
CD4+, and CD8+ T cell counts, and frequencies of naïve CD8+ and CD4+ T cells during 
the first 6 months post-transplantation. 
 Absolute 
CD3+ 
Absolute 
CD4+ 
Absolute 
CD8+ 
Naïve CD4+ Naïve CD8+ 
CMV p = 0.0483 p = 0.0272   p = 0.0754   p = 0.3168 p = 0.0086      
 r = 0.2989 r=0.3489   r = 0.4391 
VZV p = 0.0815 p = 0.0413 p = 0.0700  p = 0.2601 p = 0.0108     
  r = 0.3337   r = 0.4482  Frequencies of cells producing IFN-γ in response to CMV or VZV antigens were determined using IFN-γ ELISpot, as described under Materials and Methods. Absolute counts and frequencies were measured by flow cytometry. Statistical significance was tested using Spearman’s correlation test. p values < 0.05 were considered statistically significant. CMV: cytomegalovirus; VZV: varicella-zoster virus; IFN-γ: interferon-γ; ELISpot: enzyme-linked immunospot assay.  
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Table 4.3. Comparison between VZV-specific IFN-γ and antibody production.   Positive IFN-γ Positive IgG 
P13* 12-36 months 12-36 months 
P15* 36 months 24-36 months 
P16 negative negative 
P17* 6-36 months 12-36 months 
P18 3-18 months negative 
P26 Negative negative 
P27 negative 21-36 months 
P29 24 months 12-24 months  Frequencies of cells producing IFN-γ in response to VZV antigens were determined using IFN-γ ELISpot, and antibody responses were measured by ELISA, as described under Materials and Methods. ELISpot positivity was defined as >50 SFU per 106 PBMC. *denotes subjects who developed zoster during the post-transplant period. VZV: varicella-zoster virus; IFN-γ: interferon-γ; ELISpot: enzyme-linked immunospot assay; ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; IgG: immunoglobulin G; SFU: spot-forming units; PBMC: peripheral blood mononuclear cells 
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FIGURE LEGENDS 
Figure 4.1. CD8+ and CD4+ T lymphocytes reconstitution A. Absolute counts of CD4+ and CD8+ T cells over the post-transplant period were measured by flow cytometry as described under Materials and Methods. Normal values (hatched lines) were set at 500 cells per mm3 for CD4+ T cells and 250 cells per mm3 for CD8+ T cells [45]. B. The frequency of naïve CD4+ T cells (CD4+ CD45RA+ CD31+) [41] over the post-transplant period was determined by flow cytometry. C. The frequency of naïve CD8+ T cells (CD8+ CD45RA+ CCR7+) [40] over the post-transplant period was determined by flow cytometry.  
 
Figure 4.2. Reconstitution of CMV-specific T cells over the post-transplant period. A. Frequencies of cells producing IFN-γ in response to CMV antigens were measured using IFN-
γ ELISpot, as described under Materials and Methods. Data are expressed as SFU per 106 PBMC. ELISpot positivity was defined as >50 SFU per 106 PBMC. Error bars represent median and interquartile range. B. Kaplan-Meier analysis of the frequencies of study subject exhibiting detectable CMV-specific T cell responses in terms of IFN-γ production. ELISpot positivity was defined as >50 SFU per 106 PBMC. C. Representative ELISpot wells. CMV: cytomegalovirus; IFN-γ: interferon-γ; ELISpot: enzyme-linked immunospot assay; SFU: spot-forming units; PBMC: peripheral blood mononuclear cells; DMSO: dimethylsulfoxide.  
 
Figure 4.3. Reconstitution of CMV-specific T cell responses in recipient of umbilical 
cord blood transplantation. A. Reconstitution of total CD3+ T cells and CMV-specific T cell responses in terms of IFN-γ production in 3 subjects with pre-transplantation CMV seropositivity and B. in 5 subjects who were pre-transplant CMV-seronegative. CD3+ T cell 
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counts (open triangles) were measured by flow cytometry and frequencies of cells producing IFN-γ in response to CMV antigens (open squares) were measured using IFN-γ ELISpot and expressed as SFU per 106 PBMC, as described under Materials and Methods. Dashed horizontal arrows represent periods of time during which subjects were treated with ganciclovir. Solid vertical arrows indicate episodes of positive CMV DNAemia, as tested using real-time PCR. CMV: cytomegalovirus; IFN-γ: interferon-γ; ELISpot: enzyme-linked immunospot assay; SFU: spot-forming units; PBMC: peripheral blood mononuclear cells; PCR: polymerase chain reaction.    
Figure 4.4. Reconstitution of VZV-specific T cells over the post-transplant period. A. Frequencies of cells producing IFN-γ in response to VZV antigens were measured using IFN-
γ ELISpot, as described under Materials and Methods. Data are expressed as SFU per 106 PBMC. ELISpot positivity was defined as >50 SFU per 106 PBMC. Error bars represent median and interquartile range. B. Kaplan-Meier analysis of the frequencies of study subject exhibiting detectable VZV-specific T cell responses in terms of IFN-γ production. ELISpot positivity was defined as >50 SFU per 106 PBMC. C. Representative ELISpot wells. VZV: varicella-zoster virus; IFN-γ: interferon-γ; ELISpot: enzyme-linked immunospot assay; SFU: spot-forming units; PBMC: peripheral blood mononuclear cells; DMSO: dimethylsulfoxide.  
 
Figure 4.5. Reconstitution of VZV-specific T cell responses in recipient of umbilical 
cord blood transplantation. A. Reconstitution of total CD3+ T cells and VZV-specific T cell responses in terms of IFN-γ production in 5 subjects who experienced herpes zoster during the post-transplantation period and B. in 5 subjects who did not. CD3+ T cell counts (open triangles) were measured by flow cytometry and frequencies of cells producing IFN-γ in 
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response to CMV antigens (open squares) were measured using IFN-γ ELISpot and expressed as SFU per 106 PBMC, as described under Materials and Methods. Solid horizontal arrows represent periods of time during which subjects were treated with famciclovir prophylaxis. Solid vertical arrows indicate episodes of herpes zoster. VZV: varicella-zoster virus; IFN-γ: interferon-γ; ELISpot: enzyme-linked immunospot assay; SFU: spot-forming units; PBMC: peripheral blood mononuclear cells.    
SUPPLEMENTAL MATERIAL 
Supplemental Table 4.1. CMV-specific cell-mediated immune responses, DNAemia 
and serological status in study subjects. 
CMV serological status CMV DNAemia CMV ELISpot positivity 
(positive/tested) CMV IgG+ + n = 4 3/3  - n = 1 0/1 CMV IgG- + n=0 nd  - n = 25 4/21 
  CMV serological status, DNAemia and ELISpot positivity were tested as described under Materials and methods. CMV: cytomegalovirus; IgG: immunoglobulin G; ELISpot: enzyme-linked immunospot assay. nd: not determined.      
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Supplemental Table 4.2. VZV-specific cell-mediated immune responses, incidence of 
zoster, prophylaxis, and serological status in study subjects.  
VZV serological 
status 
Incidence of herpes 
zoster 
VZV ELISpot 
positivity 
(positive/tested) 
Famciclovir 
prophylaxis 
(treated/ELISpot+) VZV IgG+ Yes n = 5 4/5 2/4  No n = 14 3/13 2/3 VZV IgG- Yes n = 0 nd nd  No n = 11 1/7 0/1  VZV serological status and ELISpot positivity were tested as described under Materials and methods. VZV: varicella-zoster virus; IgG: immunoglobulin G; ELISpot: enzyme-linked immunospot assay. nd: not determined.      
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Chapitre 5 : Discussion 
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I- L’EXPANSION DES LYMPHOCYTES T DU SCO I. 1. DES CARACTÉRISTIQUES FONCTIONNELLES PARTICULIÈRES Souvent protecteurs et parfois nuisibles, les lymphocytes T CD8+ sont acteurs de toutes les complications survenant après une TSCO. Il est essentiel de mieux comprendre leur développement et leur fonctionnalité pour améliorer la survie des enfants transplantés. Au cours de ce travail, le potentiel des lymphocytes T CD8+ issus du SCO a d’abord été mis en évidence in vitro; ensuite, nous avons mesuré leur progression et l’évolution de leur diversité chez les receveurs de TSCO; finalement, nous avons évalué la cinétique de la reconstitution fonctionnelle des réponses antivirales. 
En utilisant le répertoire de lymphocytes T spécifiques au tétramère HLA-A2:Melan-A26-
35A27L, nous avons démontré que les lymphocytes T CD8+ issus des SCO HLA-A2+ et HLA-A2- prolifèrent, s’oligoclonalisent, se différencient en populations effectrices et déclenchent des réponses cytolytiques après la stimulation antigénique. Des différences importantes avec leurs homologues provenant du sang périphérique d’adultes ont été observées et ces différences étaient exacerbées dans un modèle de reconnaissance en disparité HLA. En comparaison aux lymphocytes T issus du SA, les lymphocytes T A2/Melan-A+ du SCO se différencient en une plus grande proportion d’effecteurs terminaux, leur production d’IFN-γ est plus faible et la fréquence de lymphocytes T bifonctionnels (IFN-γ et activité cytolytique) est inférieure suite à stimulation mitogénique (Merindol et al., 2010).  
Des caractéristiques semblables sont retrouvées chez les lymphocytes T CD8+ totaux et A2/Melan-A+ issus du SCO et transférés chez des receveurs pédiatriques. Dans le premier mois qui suit la TSCO, les lymphocytes T A2/Melan-A+ prolifèrent fortement et sont présents à une fréquence proportionnelle et supérieure à celle observée dans le greffon. Par 
  197 
contre, leur diversité clonale chute de manière dramatique, indiquant que la grande majorité des lymphocytes T A2/Melan-A+ du SCO a disparu de la périphérie à 1 mois post-greffe. Par la suite, leur fréquence diminue significativement pour n’être détectables, à 3 mois post-greffe, que chez 1 patient sur 5. Leur diversité continue également de chuter, jusqu’à atteindre souvent la monoclonalité à 2-3 mois post-greffe. Ces résultats indiquent que la première réponse au transfert des lymphocytes T A2/Melan-A+ du SCO en milieu lymphopénique est une forte expansion homéostatique accompagnée d’une oligoclonalisation, voire de la délétion clonale de leur répertoire. 
Plutôt que de se différencier en « memory-like », semblable aux CM, comme les lymphocytes T de la MO (Eyrich et al., 2003; Ferrari et al., 2006; Gorla et al., 1993; Mackall et al., 1996), >70% des lymphocytes T CD8+ présents dans les 3 premiers mois suite à la transplantation sont en différenciation terminale (EMRA) (Merindol et al., 2011a). Ce phénotype persiste à 6 mois post-greffe, où l’on retrouve encore >40% de lymphocytes T EMRA. Ces résultats chez des receveurs pédiatriques sont comparables à ceux rapportés dans une étude de différenciation des lymphocytes T après TSCO chez l’adulte (Komanduri et al., 2007). Le phénotype EMRA est associé à une faible durée de vie et une longueur plus courte des télomères (Appay et al., 2008; Brenchley et al., 2003; Champagne et al., 2001; Geginat et al., 2001; Hamann et al., 1997). La différenciation terminale des lymphocytes T du SCO concorde avec leur forte prolifération et la chute de leur diversité observée suite à la transplantation.  
Par ailleurs, la fonctionnalité du phénotype EMRA est particulière. Il est associé à un défaut d’expression d’IL-2 et d’IFN-γ, à l’absence d’expression simultanée d’IL-2 et d’IFN-γ et à une fréquence inférieure de lymphocytes T capables de conjointement produire de l’IFN-γ et de lyser spécifiquement leur cible (Kim et al., 2009; Merindol et al., 2010). En accord avec ces 
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résultats, nous avons observé que la quasi-totalité des patients ne développent pas de réponse IFN-γ anti-CMV ou anti-VZV dans les 3 premiers mois post-TSCO, et que seulement 10-15% d’entre eux en développent une au cours des 6 mois post-TSCO. Nos résultats montrent que les lymphocytes T du SCO qui parviennent à persister lors des 3 premiers mois post-greffe ne sont pas en nombre suffisant, ou pas suffisamment fonctionnels, pour répondre à CMV ou à VZV et combattre les IO. L’expansion homéostatique des lymphocytes T du SCO chez les enfants transplantés ne mène donc pas à la génération efficace de populations protectrices. 
 
I. 1. 1. RATIONALISATION L’absence des lymphocytes T CD4+ en périphérie au cours des premiers mois post-TSCO, due en partie à la faible dose cellulaire transférée, contribue à la faiblesse de la diversité des lymphocytes T CD8+ et du développement de leurs fonctions protectrices (Hamilton et Jameson, 2008; Hamilton et al., 2006). En outre, la composition de départ du répertoire spécifique à Melan-A et de la population totale de lymphocytes T est différente dans le SCO par rapport au SA. En effet, leur phénotype est davantage naïf. Un avantage incontournable de la TMO sur la TSCO est la présence de cellules CM dans la MO d’un adulte, qui permet de fournir au receveur une population protectrice ayant une longue durée de vie. Au-delà de ces différences évidentes, l’équipe de J. M. McCune propose l’existence de deux populations de lymphocytes T à des stades distincts de développement et provenant de précurseurs différents, entre la vie fœtale et la vie adulte (Mold et al., 2010). Au même titre que ce qui a déjà été observé chez les espèces aviaires et murines, ces auteurs proposent l’existence de deux vagues de CSH. La première vague, probablement issue du foie fœtal, mène à une lignée de cellules T biaisées vers la tolérance immunitaire alors que la deuxième vague, 
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issue des CSH présentes dans la MO, prédomine à l’âge adulte et produit des lymphocytes T dotés d’un potentiel pro-inflammatoire. Mold et al. suggèrent que des cellules T « fœtales », en coexistence avec des cellules T « adultes », sont présentes dans le SCO. La proportion de cellules T « fœtales » pourrait donc influencer les propriétés fonctionnelles des lymphocytes T issus du SCO.  
 
I. 1. 2. FONCTIONNALITÉ EN DISPARITÉ HLA Hamza et al. ont observé que les patients ayant des disparités HLA plus importantes avec leur donneur avaient une moins bonne reconstitution immunitaire et une incidence accrue d’IO (Hamza et al., 2004). De plus, nous avons démontré que les lymphocytes T A2/Melan-A+ issus des SCO HLA-A2- avaient une fonctionnalité significativement réduite suivant la stimulation antigénique (perte de diversité plus importante, fréquence inférieure se lymphocytes T cytolytiques) et mitogénique (fréquences inférieures de lymphocytes T producteurs d’IFN-γ et de lymphocytes T portant ces deux fonctions), comparativement à leurs homologues dans les SCO HLA-A2+ (Merindol et al., 2010). 
Les raisons qui sous-tendent de telles différences ne sont pas claires. Il semble que les lymphocytes T des SCO HLA-A2- subissent une délétion clonale plus importante que ceux issus des SCO HLA-A2+. Ce phénomène pourrait dépendre de différences au niveau de l’affinité peptidique des deux populations. En effet, la distinction principale avec les lymphocytes T A2/Melan-A+ issus des SCO HLA-A2+ est l’absence de sélection positive et de sélection négative pour le HLA-A2 des lymphocytes T issus des SCO HLA-A2-. En conséquence, il est probable que l’affinité des cellules T sélectionnées pour ce complexe CMH-p soit différente : pour certaines, elle serait plus élevée à cause de l’absence de 
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sélection négative envers le HLA-A2, et pour d’autres, plus faible à cause de l’absence de sélection positive pour cet allèle. Les cellules T issues des SCO HLA-A2- recevraient donc des signaux de forces différentes qui pourraient être responsables de la différence de fonctionnalité en comparaison avec les lymphocytes T issus des SCO HLA-A2+ (Almeida et al., 2007; Appay et Iglesias, 2011). Il est difficile de tester cette hypothèse ex vivo ou in vitro étant donné le caractère préimmun du répertoire et la perte de nombreux clones par délétion clonale lors de leur expansion in vitro.  
Dans des expériences futures, il sera nécessaire de suivre la réponse antigénique des clones non fonctionnels et de ceux qui seront éliminés, avant leur élimination. Il conviendrait d’observer concomitamment l’expression de marqueurs d’apoptose et de différentes molécules caractéristiques de la réponse des lymphocytes T, à des temps plus courts suivant la stimulation peptidique (tous les 2-3 jours) et en utilisant différentes concentrations d’antigène. Il faudrait aussi vérifier si ces cellules développent d’autres fonctions que la cytotoxicité en association avec une stimulation plus forte (par exemple : production d’IL-2, de MIP-1α, de MIP-1β, de TNF-α), ou encore des propriétés tolérogènes (production d’IL-10 et expression de FoxP3) (Mold et al., 2010).  
 I. 2. UNE POPULATION ÉPUISÉE Dans le but de trouver une explication à la délétion clonale et à l’absence de production d’IFN-γ des lymphocytes T du SCO suite à leur transfert chez le receveur, nous avons évalué l’expression du marqueur d’épuisement PD-1. L’expression de PD-1 par les lymphocytes T reflète un dysfonctionnement des fonctions effectrices, mais aussi des défauts de prolifération, de survie et une susceptibilité accrue à l’apoptose (Blackburn et al., 2008; Day 
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et al., 2006; Petrovas et al., 2006). Effectivement, nous avons observé que la population lymphocytaire des receveurs de TSCO était caractérisée par une grande fréquence de lymphocytes T CD4+ et CD8+ exprimant PD-1 durant les 3 premiers mois post-greffe. Gallez-Hawkins et al. ont mesuré les niveaux d’expression de PD-1 sur les lymphocytes T CD8+ et CD4+ chez les receveurs de TMO (Gallez-Hawkins et al., 2009). Ils n’ont retrouvé ni différence d’expression de PD-1 sur les lymphocytes T (index de fluorescence moyenne), ni  variation de fréquence des lymphocytes T PD-1+ au cours de la première année qui suit la greffe. Cependant, les conclusions de cette étude devront être vérifiées et ont leur limite, d’abord à cause de la courte durée du suivi (360 jours), et aussi parce que les PBMCs de certains patients ont été stimulées avec un mélange de peptides provenant de pp65 de CMV avant de procéder au marquage de PD-1. Ils ne séparent pas ces PBMCs de celles qui n’ont pas été exposées aux antigènes de CMV pour procéder à l’analyse. Hors, la molécule PD-1 est augmentée à la surface des lymphocytes T suivant leur activation (Freeman et al., 2000). Stimuler les PBMCs avec des antigènes viraux biaisera donc l’expression de PD-1. En revanche, ils ont observé une augmentation de l’expression de PD-1 sur les lymphocytes T des patients qui contractaient des infections à CMV et sur les lymphocytes T des patients qui développaient une GvHD. Ces résultats sont intéressants parce qu’ils proposent que l’expression de PD-1 serait influencé par certains évènements infectieux et par la GvHD. Au cours de notre étude, à cause du faible nombre de patients et du grand nombre d’infections virales et bactériennes, il n’a pas été possible d’associer l’expression de PD-1 avec des évènements particuliers. Cependant, nous avons observé, sans toutefois pouvoir le tester statistiquement, que l’expression de PD-1 était particulièrement élevée chez les patients qui faisaient des infections à CMV et EBV, mais aussi chez les patients qui avaient développé un GvHD, particulièrement à 3 mois post-greffe. 
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 Nous avons également démontré que plus les décomptes de lymphocytes T CD4+ et CD8+ étaient faibles, plus la fréquence de lymphocytes T PD-1+ était élevée. Ces résultats suggèrent que l’immunosuppression a pour conséquence vicieuse l’épuisement du peu de lymphocytes T persistants, amenuisant leurs capacités protectrices. Nos données concordent aussi avec d’autres études qui démontrent que l’absence de lymphocytes T CD4+ exacerbe l’épuisement des lymphocytes T CD8+ (Wherry, 2011).  
Finalement, la délétion clonale, la différenciation terminale et l’absence de production d’IFN-γ en réponse à CMV et à VZV au cours des 3 premiers mois post-TSCO reflètent le potentiel fonctionnel réduit des lymphocytes T du greffon transférés chez le patient, et concorde avec la présence importante de lymphocytes T CD8+ PD-1+ et CD4+ PD-1+ épuisés. Des observations similaires ont été faites sur les lymphocytes T transférés chez la souris dans un milieu lymphopénique, les cellules T ont exprimé PD-1, n’étaient pas fonctionnelles et se sont oligoclonalisées pour disparaître progressivement en deux mois (Lin et al., 2007).  La fonctionnalité lymphocytaire réduite par l’expression de PD-1 pourrait aussi expliquer l’incidence plus faible de la GvHD observé chez les receveurs de TSCO (Blazar et al., 2003). 
 
I. 2. 1. INTERPRÉTATION  Étant donné qu’aucune augmentation d’expression de PD-1 par des lymphocytes T n’a été observée (index de fluorescence moyenne), c’est spécifiquement l’expression prolongée de ce récepteur inhibiteur de 2 à 3 mois post-TSCO qui pourrait être la clé menant à l’épuisement des lymphocytes T CD8+ et CD4+ (Virgin et al., 2009). La persistance de cet épuisement suggère que les lymphocytes T sont confrontés à un contexte d’inflammation chronique dans les 3 premiers mois post-TSCO. L’interaction de PD-1 avec son ligand PD-L1 
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a non seulement une influence sur la fonction mais aussi sur la survie et la prolifération des lymphocytes T CD8+ (Brahmamdam et al., 2010; Keir et al., 2008; Petrovas et al., 2006). Les mécanismes reliés à la délétion clonale des lymphocytes T épuisés commencent seulement à être expliqués. Chez la souris, il a été démontré que les lymphocytes T épuisés expriment faiblement la chaîne α du récepteur à l’IL-7 (CD127) et la chaine β du récepteur de l’IL-2 et de l’IL-15 (CD122). Ils répondent faiblement à l’IL-7 et à l’IL-15 et ne persistent pas lors d’un transfert adoptif chez les souris, en l’absence d’infection virale (Purton et al., 2007; Tan et al., 2002). Chez l’homme, les lymphocytes T expriment de plus faibles niveaux de CD127 lors des infections chroniques. L’IL-7 est essentielle à la prolifération homéostatique mais aussi à la survie des lymphocytes T naïfs et mémoires (Bosco et al., 2005; Schluns et al., 2000; Tan et al., 2001). La diminution de l’expression du CD127 pourrait empêcher les lymphocytes T de compétitionner pour l’IL-7 avec les cellules NK, qui elles, représentent 80% des lymphocytes en périphérie à 1 mois post-TSCO (Merindol et al., 2011b).  
Plusieurs autres hypothèses peuvent être émises (et devront être confirmées) pour expliquer les différences entre les lymphocytes T du SCO et ceux issus de la MO. Il est possible que la perforine, les différentes granzymes et les molécules impliquées dans la voie de signalisation du TCR ne soient pas exprimées au même niveau (Mold et al., 2010). Il a été démontré que l’expression des granzymes et des cytokines étaient modulée en fonction du stade de différenciation des lymphocytes T, et en fonction du type de virus (Appay et al., 2008; Makedonas et al., 2010); menant à des potentiels cytolytiques distincts.  
Les mécanismes moléculaires responsables des différences fonctionnelles entre les lymphocytes T du SCO et ceux de la MO demeurent très peu étudiés. Ces différences pourraient être expliquées au niveau épigénétique : c'est-à-dire par des accessibilités relatives des facteurs de transcription aux promoteurs des gènes supportant les fonctions 
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effectrices. Par exemple, il pourrait s’agir de niveau différent de méthylation ou d’acétylation des histones (Kato et al., 2007; Zou et al., 2001). De plus, certaines molécules inhibitrices telles que des microARN ciblant la prolifération, la survie ou la cytotoxicité pourraient être exprimées en quantité différente dans les lymphocytes T du SCO (Lederhuber et al., 2011; Merkerova et al., 2010). Il est déjà reconnu que la production réduite d’IFN-γ peut être attribuée à une diminution de l’expression du facteur de transcription NFATc2/NFAT-1 (Kadereit et al., 2003; Kaminski et al., 2003) et à la surexpression de l’ordre de 58 fois du microARN 184 dans les lymphocytes T du SCO (Weitzel et al., 2009). Il est également reconnu qu’un problème de translocation de NFAT-1 au noyau engendre l’épuisement des lymphocytes T CD8+ (Agnellini et al., 2007). Ces résultats concordent avec la différenciation des lymphocytes T du SCO en populations épuisées. De nombreux autres microARN qui modulent la différenciation des lymphocytes T pourraient également être exprimés différemment dans le SCO (Almanza et al., 2010; Rossi et al. 2011). 
Les facteurs de transcription tels que Blimp-1 ou T-bet, ou les microARN associés à leur régulation, pourraient aussi jouer un rôle important. Tous deux ont une implication clé dans l’épuisement. T-bet induit la différenciation terminale des lymphocytes T lors d’infections aigües et réprime directement la transcription du gène codant pour PD-1 lors d’infections virales chroniques (Joshi et Kaech, 2008; Kao et al., 2011). L’expression de Blimp-1 joue un rôle central dans la différenciation terminale mais aussi dans l’épuisement des lymphocytes T CD8+, car il est associé à une augmentation de l’expression de PD-1, de LAG-3, de CD160 et de 2B4, et une diminution de l’expression de CD127 (Kallies et al., 2009; Martins et Calame, 2008; Shin et al., 2009). Il est probable que l’expression de Blimp-1 soit différente chez les lymphocytes T du SCO.  
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L’étude de l’expression de CD127 et de la chaîne β du récepteur de l’IL-2 et de l’IL-15 à la surface des lymphocytes T transplantés de SCO pourrait fournir des informations importantes pour comprendre les mécanismes amenant à la délétion clonale chez les receveurs de TSCO. Il est fort possible que certaines déficiences fonctionnelles des lymphocytes T du SCO puissent être résolues suivant l’ajout de certaines de ces cytokines ou après blocage de l’interaction entre PD-1 et son ligand (Barbey et al., 2007).  
Le TGF-β, auquel les lymphocytes T du SCO sont exposés pendant la grossesse, pourrait contribuer à l’épuisement (Alatrakchi et al., 2007; Garba et al., 2002). Il serait intéressant d’aller mesurer son impact sur la différenciation des lymphocytes T et vérifier l’empreinte de la signalisation de cette molécule sur les lymphocytes T du SCO. Également, il serait important d’aller mesurer la contribution des autres molécules impliquées dans l’épuisement, telles que LAG-3, 2B4, CD160, TIM-3 et CTLA-4.  
Finalement, les différences de fonctionnalité entre les lymphocytes T issus du SCO et ceux de l’adulte devraient être caractérisées en profondeur ex vivo, suivant une stimulation antigénique et mitogénique in vitro, et en compatibilité ou en disparité HLA, en utilisant des micropuces pour mesurer l’expression des microARN et des ARN messagers. Les résultats de ces expériences pourraient être confirmés par marquage intracellulaire en cytométrie multiparamétrique. 
 I. 3. ANERGIE, APOPTOSE OU SÉNESCENCE?  Alors que plus de 70% des lymphocytes T CD8+ sont de phénotype EMRA, seulement 16% sont épuisés à 3 mois post-greffe. Il existe probablement des mécanismes alternatifs pour expliquer la délétion clonale et la susceptibilité accrue aux IO.  
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Un défaut de fonctionnalité peut aussi être attribué à une anergie des lymphocytes T. Cependant, il est peu probable que les cellules T du SCO soient anergiques. Bien qu’il y ait un certain chevauchement des caractéristiques entre les cellules anergiques et les cellules épuisées, ces deux phénotypes sont différents. L’épuisement implique une activation préalable des cellules T, accompagnée de signaux de costimulation, d’une prolifération clonale et d’une perte de fonction progressive (Keir et al., 2008). L’anergie est causée par une stimulation antigénique en l’absence de costimulation et est caractérisée par une absence de réponse plutôt que par sa diminution (Wherry et al., 2007). Ainsi, l’anergie est peu compatible avec ce qui est observé in vitro, et peu compatible avec la différenciation en effecteurs terminaux et l’oligoclonalisation observées suivant la TSCO.  
Par ailleurs, il a été rapporté que le nombre de cycles de prolifération et la susceptibilité à l’apoptose des lymphocytes T issus du SCO étaient plus importants suite à la stimulation polyclonale, par rapport à leurs homologues issus du SA (Chalmers et al., 1998; Kadereit et al., 2003; Kaminski et al., 2003; Risdon et al., 1994b). A priori, un plus grand nombre de cycles de prolifération concorde avec la différenciation terminale observé suivant la TSCO. De même, la susceptibilité accrue à l’apoptose pourrait expliquer la délétion clonale massive notée in vitro suite à la stimulation antigénique et ex vivo après la transplantation chez l’enfant.  
Les lymphocytes T activés du SCO pourraient aussi représenter une population sénescente (Brenchley et al., 2003; Champagne et al., 2001; Geginat et al., 2001; Hamann et al., 1997). Ce phénotype est caractérisé, entre autre, par une différenciation terminale et un épuisement clonal des lymphocytes T. Le marqueur CD57 identifie les cellules T sénescentes ayant une faible capacité proliférative (Brenchley et al., 2003; Joshi et Kaech, 2008). Les cellules CD57+ conservent habituellement leurs fonctions effectrices mais la perte de 
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répertoire qui suit la TSCO pourrait être telle que les lymphocytes T antiviraux sont tout simplement absents, parce que déjà éliminés au moment du challenge infectieux (Akbar et Henson, 2011). À noter que la corrélation entre l’expression de CD57 et de PD-1 est faible dans le contexte du VIH (Wherry et al., 2007) mais qu’il existe bien une association entre la longueur des télomères (indicateur de sénescence) et l’expression de PD-1 (Lichterfeld et al., 2008). Ainsi, la sénescence progressive des cellules T du greffon après la TSCO pourrait aussi être un mécanisme complémentaire à l’épuisement clonal.  
Il serait important de vérifier ces hypothèses de surprolifération et de sénescence, en utilisant une stimulation antigénique plutôt que mitogénique, et en comparant les répertoires de lymphocytes T spécifiques à Melan-A issus du SCO et ceux du SA. La longueur des télomères pourrait être mesurée en utilisant la méthode du « flow FISH » (FISH : « fluorescent in situ hybridization »), combiné avec l’étude des marqueurs d’activation, d’inhibition et de sénescence en cytométrie multiparamétrique (Baerlocher et al., 2006). Il faudrait aussi évaluer la susceptibilité à l’apoptose post-transplantation en étudiant par exemple, l’expression de Bcl-2 et Bcl-X(L). 
 
 I. 4. LES FACTEURS DE RISQUE DE RECHUTE La principale cause de mortalité au sein de notre groupe de patients est la rechute de leucémie (22%) (Merindol et al., 2011a). Les rechutes sont causées par la persistance de cellules leucémiques, résistantes au traitement. En transplantant un nouveau système hématopoïétique, on permet l’alloreconnaissance des cellules cancéreuses du receveur par les cellules immunitaires du donneur, à travers les antigènes mineurs, les HLA 
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incompatibles ou les antigènes tumoraux. Nous nous sommes intéressés à savoir si la qualité des lymphocytes T qui émergeaient au cours de la première vague de reconstitution, lors des 3-6 premiers mois qui suivent la greffe, avait une influence sur le risque de développer des rechutes.  
Les lymphocytes T sont des effecteurs essentiels de la destruction des cellules tumorales Nous avons observé qu’une fréquence plus élevée de lymphocytes T CD8+ EM et de lymphocytes T CD8+ PD-1+, ainsi qu’un compte plus faible de lymphocytes T CD4+ étaient présents dans les 6 premiers mois post-TSCO chez les patients qui allaient éventuellement faire une rechute. Notre étude démontre ainsi que l’effet GvL qui suit la TSCO n’est pas uniquement dépendant des cellules NK (Merindol et al., 2011b), mais que la reconstitution fonctionnelle précoce des lymphocytes T influence aussi le risque de rechute. Si les lymphocytes T ne fonctionnent pas de manière optimale, ils ne parviendront pas à contenir la croissance des cellules malignes, qui mènera in fine à la rechute malgrè la présence des cellules NK. 
La fréquence élevée de lymphocytes T de phénotype EM chez les patients transplantés de SCO qui rechuteront suggère que cette population ne combat pas efficacement les cellules tumorales. Nous avons aussi observé qu’un ratio EM/EMRA plus élevé était retrouvé chez les patients qui allaient rechuter (données non montrées). Suite à une TMO, il a été démontré de manière similaire qu’une reconstitution de cellules T avec des nombres inférieurs de lymphocytes T CD8+ CD28- à 2 mois post-greffe correspondait à un risque plus important de rechutes subséquentes (Yakoub-Agha et al., 2009). Or, le CD28 est fortement exprimé sur les lymphocytes T naïfs, CM et EM mais très peu sur les EMRA (Appay et al., 2008). Le phénotype EM est associé a une expression élevée de granzyme K et faible de granzyme B, de perforine et d’IFN-γ, à l’inverse du phénotype EMRA (Appay et al., 2008; 
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Romero et al., 2007; Takata et Takiguchi, 2006). L’activité cytolytique pourrait donc être la fonction la plus importante (comparativement à la capacité proliférative) pour combattre les rechutes dans les premiers mois post-TSCO.  
Récemment le phénotype EM a été associé avec l’expression préférentielle du marqueur d’épuisement PD-1 (Duraiswamy et al., 2011). Or, nous avons également observé une fréquence élevée de lymphocytes T exprimant PD-1 à 2 et 6 mois post-TSCO chez les patients qui rechutent subséquemment. Tel que décrit plus tôt, PD-1 est un marqueur d’épuisement mais aussi de dysfonction des lymphocytes T. En fait, dans de nombreuses études, son expression est associé à une dysfonction de l’activité anti-tumorale (Mumprecht et al., 2009; Wang et al., 2011a; Zhou et al., 2011). Il n’est donc pas étonnant qu’une fréquence élevée de lymphocytes T PD-1+ soit associé à un contrôle moins efficace des rechutes. Très récemment, les lymphocytes T anti-tumoraux PD-1+ ont aussi été détectés à une fréquence particulièrement élevée chez deux receveurs de TCSH allogéniques qui faisaient une rechute (Norde et al., 2011). Ces données concordent avec nos résultats. Par ailleurs, un compte faible de lymphocytes T CD4+ chez les patients qui rechutent, corrobore la corrélation inverse observée avec la fréquence de lymphocytes T PD-1+ (Holm et al., 2008; Merindol et al., 2011b; Sullivan et al., 2010).  
Ces résultats démontrent l’importance d’une reconstitution fonctionnelle des lymphocytes T pour prévenir la rechute. Ils suggèrent que le combat contre la leucémie commence plusieurs mois avant la détection de la rechute. Nous proposons que l’augmentation des niveaux de lymphocytes T PD-1+, en l’absence de GvHD ou d’infection virale persistante, puisse servir de facteur prédictif de rechute de leucémie. Nos résultats devront être confirmés sur des groupes plus importants de patients et évalués pour d’autres sources de CSH (MO, sang périphérique mobilisé).  
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I. 4. 1. MÉCANISMES POSSIBLES  La raison de la reconstitution immunitaire affaiblie chez certains patients n’est pas très claire. Le phénotype et la fonctionnalité des lymphocytes T CD8+ sont directement dépendants de l’aide des lymphocytes T CD4+. Ainsi, une mauvaise reconstitution CD4+ pourrait représenter le début de la cascade de dysfonction de la population lymphocytaire. Le décompte de lymphocyte T CD4+ à 6 mois post-greffe dépend surtout de l’activité thymopoïétique du patient. Cette dernière peut être influencée par l’âge du patient, la GvHD, la disparité HLA ou encore la dose cellulaire injectée au patient (Merindol et al., 2011b; Niehues et al., 2001). 
L’expression de PD-1 à la surface des lymphocytes T, comme la différenciation en populations effectrices et sénescentes est aussi influencée par la présence d’infections. La grande majorité de nos patients subissent des IO virales ou bactériennes. Le niveau basal d’expression de PD-1 est augmenté chez tous les patients dans les 3 premiers mois post-greffe, même ceux qui ne feront pas de rechute de leucémie. Cela pourrait signifier que la présence ou la persistance d’infections particulières pourrait épuiser les lymphocytes T et conditionner le patient à une mauvaise réponse anti-tumorale. Des études avec un nombre plus important de patients permettront de clarifier cette possibilité. 
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II- DEUXIÈME VAGUE DE RECONSTITUTION  Alors que la première vague de lymphocytes T se termine, avec les derniers clonotypes « précoces » EMRA qui persistent péniblement jusqu’à 6 mois post-TSCO, une nouvelle population émerge. Elle est caractérisée par 16% de lymphocytes T naïfs, la réapparition des lymphocytes T spécifiques à Melan-A, et un regain progressif de la diversité du répertoire (Figure 1). Elle se traduit aussi par l’expansion des lymphocytes T qui expriment peu PD-1, un potentiel polyfonctionnel rétabli et l’émergence progressive de réponses antivirales protectrices contre CMV et VZV. Le développement de réponses antivirales semble quantitativement dépendant de la fonction thymique, mesurée par la fréquence des lymphocytes T CD8+ naïfs (Merindol et al., 2011c). Par ailleurs, le potentiel fonctionnel des lymphocytes T CD8+ A2/Melan-A+ à 6 mois post-greffe, probablement reconstitués par thymopoïèse, est complètement rétabli (production d’IL-2, d’IFN-γ, de CD107a et capacité cytolytique). Les patients les plus jeunes (greffés à 4 et 5 mois) démontrent une reconstitution très rapide, avec une diversité du répertoire de lymphocytes T A2/Melan-A+ et une fréquence de lymphocytes T naïfs significatives dès 1-2 mois post-greffe. Ces patients sont aussi parmi les plus rapides à développer des réponses antivirales. Cette reconstitution précoce relativement aux patients plus âgés s'explique par l'activité thymopoïétique accrue des patients en bas âge. Ces résultats démontrent l’importance de la thymopoïèse pour restaurer la capacité protectrice des lymphocytes T (Brown et al., 2010). 
À 12 mois post-greffe, le phénotype, la diversité des lymphocytes T et l’expression de PD-1 semblent totalement restaurés chez tous les patients. La population de lymphocytes T A2/Melan-A+ et les réponses antivirales protectrices (sans développement de maladie) sont 
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détectées de manière persistantes jusqu’à la limite du suivi, 3 ans après la greffe. La reconstitution amorcée par la thymopoïèse est donc durable et fonctionnelle.  
Des observations étonnantes ont été faites après 12 mois de suivi. Dans notre étude, la reconstitution paraît se détériorer après un an. Bien que la différence soit non significative, la diversité du répertoire spécifique à Melan-A semble diminuer entre 18 et 36 mois post-greffe. La distribution des longueurs de CDR3 n’est plus normale à 24 et 36 mois, signe  possible d’une oligoclonalisation. De même, la fréquence des lymphocytes T spécifiques à Melan-A et celle des lymphocytes T EMRA ré-augmentent à 3 ans post-greffe. Cinq patients sur cinq ont contracté ou récidivé d’un zona après un an post-greffe. De manière intrigante, il y a donc un risque important d’infections à VZV malgré des décomptes élevés de lymphocytes T CD4+ et CD8+. Il semble que les patients qui ne parviennent pas à développer des réponses ≥150 SFU d’IFN-γ/million de PBMCs malgré un compte lymphocytaire élevé et une activité thymopoïétique normale ne sont pas protégés contre VZV. Ce phénomène pourrait s’expliquer par le rôle possible des lymphocytes T dans la pathogenèse du zona, qui peuvent être infectés par le VZV (Arvin, 2000; Schaap et al., 2005; Soong et al., 2000; Zerboni et al., 2005) et déclencher le transfert du virus au racine des ganglions dorsaux (Ku et al., 2004; Zerboni et al., 2005), plutôt qu’à cause d’un problème de reconstitution fonctionnelle du compartiment des lymphocytes T (Benjamin et al., 2002; Tomonari et al., 2003). Néanmoins, notre étude démontre que le développement d’une forte réponse des lymphocytes T permet un contrôle efficace de la réplication du VZV et doit donc continuer à être une priorité. 
Ces données soulignent l’importance d’évaluer la reconstitution immunitaire à plus long terme. Au cours du vieillissement normal d’un individu, la production thymique s’affaiblit, la population naïve et la diversité clonale diminuent, et les risques infectieux augmentent. 
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Cependant, cette évolution est progressive et se joue sur plusieurs décennies chez les individus sains. Une étude récente chez les receveurs de MO haploidentique apparentée et appauvrie en lymphocytes T a démontré qu’il y avait des différences importantes entre les receveurs et leur donneur plus de 10 ans après la greffe (Le et al., 2011). Les auteurs ont observé qu’il y avait moins de cellules T naïves, des niveaux inférieurs de TREC, moins de cellules T CD4+ CM, et plus de cellules T CD8+ effectrices et de cellules T CD4+ régulatrices chez les receveurs que chez leur donneur. Bien qu’aucune baisse significative de diversité n’ait pu être observée avec la méthode du « spectratype », les auteurs observent certains changements au niveau de l’utilisation des régions variables de la chaîne β du TCR, 10 ans après la transplantation. Il pourrait donc y avoir un vieillissement prématuré du système immunitaire chez ces patients.  
De manière générale, les données sur les répertoires spécifiques à Melan-A, CMV et VZV s’accordent pour montrer que la reconstitution thymique est essentielle pour mener à la restauration d’une population T fonctionnelle. Cependant, il n’est pas certain qu’elle mène à la restauration d’une population ayant les mêmes capacités que celle des individus sains. 
L’évolution de la thymopoïèse, de la sénescence, de l’épuisement, de la diversité et de la fonctionnalité du répertoire lymphocytaires devrait être caractérisée en profondeur durant des décennies après la greffe de SCO pour vérifier que cette source de CSH est comparable aux autres sources de CSH à long terme. De même, l’influence du conditionnement, des médicaments anti-GvHD (ATG) et des traitements antiviraux (Famciclovir) sur la reconstitution lymphocytaires à long terme devront aussi être évalués.  
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III- COMMENT PROTÉGER DES INFECTIONS OPPORTUNISTES ET DES RECHUTES?   La conclusion la plus importante de cette étude est que la qualité de la première vague de lymphocytes T émergeant dans les 3-6 premiers mois suivant la TSCO joue un rôle déterminant dans la susceptibilité aux IO et aux rechutes de leucémie. Il est primordial d’optimiser la reconstitution précoce pour améliorer le pronostic des enfants transplantés de SCO.  
La première façon d’accomplir cela est d’augmenter la dose cellulaire. Une TSCO contient environ 1 log10 de CSH de moins qu’une TMO. La transplantation de deux unités de SCO compatibles chez les adultes émerge en tant qu’alternative encourageante pour améliorer la prise de la greffe, et diminuer le risque de rechute de leucémie (Barker et al., 2005b; Sideri et al., 2011). Malheureusement, cette mesure est aussi associée avec un risque plus élevé de GvHD (MacMillan et al., 2009). Si la disponibilité des unités de SCO et le coût de la TSCO le permet, il serait intéressant de doubler la dose de CSH en utilisant deux unités de SCO chez les enfants et d’en évaluer l’impact sur les IO et la rechute de leucémie. 
L’administration d’ATG est un autre facteur limitant la quantité de lymphocytes T présents en périphérie chez les patients au cours des premiers mois post-greffe. Cette molécule est utilisée pour éliminer les lymphocytes T du receveur et prévenir le rejet mais aussi pour éliminer une partie de ceux du donneur et prévenir la GvHD. Très peu d’études ont été publiées portant sur des procédures de TSCO chez l’enfant en absence d’ATG. Récemment, Sauter et al. ont démontré que d’omettre l’ATG dans le conditionnement permettait de diminuer le risque d’IO et d’obtenir une reconstitution plus rapide des lymphocytes T chez les adultes recevant deux unités de SCO (Sauter et al., 2011). Malheureusement, les patients 
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étaient aussi plus susceptibles de développer un GvHD. Le dilemme est toujours le même : comment améliorer la fonction des lymphocytes T pour combattre les IO et les rechutes sans aggraver le risque de GvHD? Il est important de trouver une alternative à l’ATG, ou à son schéma d’utilisation afin d’améliorer la reconstitution immunitaire sans engendrer le GvHD. De plus, le mécanisme précis d’action de cette molécule sur les lymphocytes T n’est pas encore complètement caractérisé et doit être élucidé (Broady et al., 2009; Genestier et al., 1998). 
D’autres conclusions plus directes peuvent être tirées de cette étude : l’expression de PD-1 est augmentée pendant la fenêtre de 100 jours correspondant à la période de haut risque d’IO. De plus, cette expression semble influencer le risque de rechute de leucémie. Ainsi, il paraît prometteur de bloquer l’interaction entre PD-1 et son ligand PDL-1 pour restaurer, en partie, la fonctionnalité de la première vague de lymphocytes T. Dans les modèles animaux, le blocage de cette interaction permet d’améliorer aussi bien la réponse anti-pathogène que la réponse anti-tumorale (Bhadra et al., 2011; Curran et al., 2010; Dotti, 2009; Pilon-Thomas et al., 2010; Sakuishi et al., 2010). Chez la souris, certains ont même démontré que le blocage de PD-1/PD-L1 permettait de restaurer l’effet anti-leucémique de lymphocytes T alloréactifs transférés de manière adoptive sans induire la GvHD (Koestner et al., 2011). Les résultats d’études cliniques récentes suggèrent que l’obstruction de la voie PD-1 pourrait être une stratégie immunothérapeutique majeure pour parvenir au contrôle immunologique des tumeurs chez l’homme (Brahmer et al., 2010; Velu et al., 2009). Cette stratégie pourrait être particulièrement utile en présence d’une population lymphocytaire exprimant PD-1 de manière intermédiaire, comme les lymphocytes T périphériques des receveurs de TSCO (Blackburn et al., 2008). Sans oublier que les souris Pdcd1-/- sont très susceptibles de développer des réactions auto-immunes et que l’interaction entre PD-1 et 
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son ligand est un mécanisme de tolérance et de régulation immunitaire essentiel, ces études laissent entrevoir que le blocage partiel ou temporaire de la voie PD-1/PD-L1 pourrait être une option intéressante pour améliorer la fonctionnalité de la première vague de reconstitution. De prochaines études sur les autres récepteurs inhibiteurs permettront de déterminer s’il faudrait également bloquer leur interaction avec leur ligand. L’apport extérieur de fortes doses d’IL-7 ou d’autres interleukines (IL-2, IL-15 et IL-21) est aussi une voie intéressante pour tenter de restaurer la survie et la fonction des lymphocytes T. 
 
Ultimement, l'optimisation de la thymopoïèse demeure l’intervention possédant le plus fort potentiel pour améliorer du pronostic des patients suivant la TSCO. En effet, la restauration de la diversité et d’un compte normal de lymphocytes T CD4+ et CD8+ dépend directement de la génération de novo de lymphocytes T à partir du thymus. De plus, nos données démontrent que la reconstitution des réponses antivirales dépend de la production des lymphocytes T CD8+ et CD4+ naïfs. L’IL-7 joue un rôle primordial pour la thymopoïèse chez la souris. Cependant, chez l’homme, son rôle semble plutôt au niveau de l’expansion périphérique. En revanche, deux molécules semblent prometteuses : le « Keratinocyte Growth factor » (KGF) et l’hormone de croissance somatotropine (« growth hormone », GH). Napolitano et al. ont étudié l’impact de l’administration du GH sur la fonction thymique des adultes infectés par le VIH-1 (Napolitano et al., 2008). Ils ont observé que la GH induisait la production de cellules T en mesurant la fréquence des TREC et le nombre de cellules T naïves. Ils ont ainsi démontré que l’involution thymique pouvait être renversée pharmacologiquement chez les individus immunodéficients. Wang et al. ont étudié le KGF et démontré, que chez la souris receveuse de TSCO allogénique, l’administration de cette molécule augmentait la production thymique et l’effet GvL (Wang et al., 2011b).  
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Le transfert adoptif de lymphocytes T activés est également une méthode de choix pour combattre les IO et les rechutes. En effet, certaines équipes sont déjà parvenues à générer des lymphocytes T antiviraux et antitumoraux. (Hanley et al., 2009). Notre étude permet de tirer certaines conclusions quant à l’utilisation des lymphocytes T du SCO en transfert adoptif. Bien que nous ayons mesuré un certain potentiel fonctionnel des lymphocytes T du SCO, il semble y avoir des différences importantes avec les lymphocytes T d’adultes. Ces différences résident notamment dans la délétion clonale suite à la stimulation et à la transplantation en milieu lymphopénique, ainsi que dans une différenciation en EMRA et en populations épuisées. À ce jour, il n’est donc pas certain que le SCO soit une source adéquate de lymphocytes T. Ces résultats impliquent la nécessité d’évaluer le phénotype et la fonctionnalité des lymphocytes T générés in vitro à partir du SCO, de même que leur persistance et leur fonctionnalité chez le receveur. Il faudra s’assurer que les stratégies de stimulation in vitro génèrent une population effectrice non épuisée avec une durée de vie suffisante pour combattre les infections virales. 
Finalement, la meilleure protection antivirale est générée par la vaccination chez les individus sains. Trois vaccins contre la varicelle sont actuellement sur le marché, soient le Varivax III (Merck Frosst : 1 350 pfu/ml), le Varilrix (GlaxoSmithKline : 1 995 pfu/ml) et le Priorix-TetraTM (GlaxoSmithKline : 1 996 pfu/ml) (Protocole d’immunisation du Québec). Tous ces vaccins sont constitués de virus vivants et atténués de la souche OKA, développée au Japon au milieu des années 70 (Takahashi et al., 1974). Pour le VZV, qui risque de se réactiver après l’arrêt du Famciclovir, la vaccination, à un an post-greffe, des patients ayant des comptes de lymphocytes T CD8+ et CD4+ normaux et aucune complication infectieuse ou de GvHD semble une stratégie intéressante à évaluer. Elle est présentement à l’étude au CHU Sainte-Justine.  
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Le vaccin contre CMV contient la glycoprotéine B du virus et l’adjuvant MF59. Il est en cours d’essai clinique. Jusqu’à présent, il permet d’immuniser au moins la moitié des femmes non infectées testées. De plus, il génère de fortes réponses humorales et des lymphocytes T CD4+ chez la femme chroniquement infectée (Pass et al., 2009; Sabbaj et al., 2011). Le défi avec les pathologies reliées à CMV est qu’elle se déroule majoritairement dans les 6 premiers mois post-TSCO, alors que le patient n’a pas encore atteint un décompte de lymphocytes T normal. Cependant, ce vaccin n’étant pas composé de virus vivants, et certains patients étant capables de monter des réponses anti-CMV dans les 3 premiers mois post-greffe, il serait intéressant de déterminer le seuil minimal de reconstitution nécessaire pour pouvoir vacciner les patients durant les 6 premiers mois qui suivent la TSCO.   
 
 
IV- CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
La TSCO est une procédure acceptée et utilisée dans le monde entier mais de nombreux défis demeurent afin d’optimiser la prise de la greffe et de minimiser les complications qui y sont associées. Les IO, la GvHD et les rechutes de leucémies doivent être combattues pour augmenter les chances de survie des enfants transplantés. Les lymphocytes T ont un rôle important à jouer dans toutes ces complications. Au cours de cette étude, nous avons pu démontrer que les lymphocytes T du SCO n’étaient pas immatures mais qu’ils avaient bien un potentiel fonctionnel important suite à une stimulation mitogénique ou antigénique. Nous avons également observé qu’il y avait certaines différences entre les lymphocytes T issus du SCO et ceux issus du sang adulte, en particulier dans un contexte de disparité HLA. 
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Ces différences devront être considérées lors de protocoles visant à générer des lymphocytes T antitumoraux ou antiviraux pour le transfert adoptif.  
Nous avons établi le profil de différenciation des lymphocytes T suite à la TSCO, et décrit en détail les deux vagues de reconstitution des lymphocytes T. Nous avons démontré que la première vague de lymphocytes T, qui persiste jusqu’à 6 mois post-TSCO, est caractérisée par une population en différenciation terminale subissant une forte délétion clonale et contenant un nombre important de lymphocytes T épuisés. La qualité de cette première vague, déterminée par le profil de différenciation, le décompte CD4 et la fréquence de lymphocytes T qui expriment PD-1, a un impact important sur la susceptibilité aux IO et sur le risque latent de développer une rechute de leucémie. La deuxième vague de lymphocytes T commence à 6 mois post-greffe et laisse place à une population fonctionnelle et diversifiée avec un potentiel maximal atteint à un an. Cette deuxième vague de lymphocytes T générés par thymopoïèse mène à l’émergence de réponses antivirales protectrices. Cependant, la protection contre le VZV peut prendre plusieurs années pour se mettre en place chez certains patients. La diversité du répertoire de lymphocytes T spécifiques à Melan-A semble diminuer après 2 et 3 ans post-TSCO. Également, la fréquence de lymphocytes T en différenciation terminale semble augmenter de nouveau à 3 ans post-greffe. Cette deuxième vague de diversité devra donc être étudiée plus en détail et à plus long terme, pour vérifier que le répertoire fonctionnel est restauré suivant la TSCO.  
Finalement, tous nos résultats démontrent que la stratégie à adopter pour améliorer le pronostic des enfants qui reçoivent une TSCO est d’optimiser le potentiel des lymphocytes T issus du SCO ou reconstitués de novo. Pour valider les résultats de cette étude, il sera important d’enrôler un nombre plus important de patients transplantés de SCO ainsi que des enfants transplantés de MO. Il faudra alors confirmer le rôle de PD-1 et déterminer celui 
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joué par d’autres marqueurs d’épuisement dans la fonctionnalité des lymphocytes T du SCO et la rechute de leucémie. Il faudra mesurer l’influence du type d’infection et de la GvHD sur l’épuisement des lymphocytes T. Il sera également intéressant de vérifier l’impact de la disparité HLA, du type de leucémie et du conditionnement sur la reconstitution fonctionnelle des lymphocytes T. Concernant les infections à VZV, il faudra évaluer si le traitement prophylactique diminue réellement les risques d’infections, si la vaccination à l’arrêt du traitement est une approche adéquate, et si le seuil de 150 SFU/millions PBMCs détermine réellement des réponses protectrices. Il sera important d’intégrer la surveillance préemptive par ELISpot des virus comme CMV, VZV, EBV, et adénovirus pour contrôler l’état immunitaire antiviral des patients et ainsi alléger la durée de leurs traitements. 
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ABSTRACT 
Umbilical cord blood (UCB) transplantation (UCBT) has been used for almost 25 years to treat a variety of malignant and non-malignant childhood diseases. The biological properties of NK cells and T cells and their implication in engraftment, immune reconstitution, opportunistic infections, leukemic relapse and graft versus host disease (GvHD) have been explored in the context of UCBT. These studies have established that lymphocytes have a major impact on outcome of UCBT and that NK cells and T cells play complementary and contrasting roles in immune reconstitution and the graft versus leukemia (GvL) effect. Therefore, novel strategies to improve outcome of UCBT recipients, including immunotherapeutic regimens, should be based on key immunologic features of UCB T lymphocytes and NK cells. 
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INTRODUCTION 
Umbilical cord blood (UCB) is increasingly being used in children as a source of haematopoietic stem cells (HSC) to treat malignant diseases, immunodeficiency, inborn errors of metabolism, and congenital or acquired anaemia [1-3]. In 2009, 1056 UCB transplantations (UCBT) were overseen by the National Marrow Donor Program (NMDP), representing 22% of the total number of NMDP transplants that year and an increase of 18% over 2008 [4]. UCBT has several advantages over unrelated bone marrow transplantation (BMT) (Table 1). One of its major benefits is the lower incidence of acute graft-versus-host disease (GvHD) as compared with BMT, particularly in the case where UCB is fully matched to the recipient or only one human leukocyte antigen (HLA) locus is mismatched [5-7]. As a consequence, UCB grafts are readily available for 70 % of subjects who have no access to a compatible sibling’s bone marrow. Other advantages include a lower risk of transmitting viral infections from donor to recipient [2, 8], improvement of ethnic balance by banking UCB rather than relying on volunteer donors, and shorter time from decision to transplant [9,10]. In addition, risks for the donor are nonexistent. However, UCBT also has significant drawbacks (Table 1). First, the number of hematopoietic progenitors is limited, as UCB units contain 1 to 2 log10 fewer nucleated cells than BM units [3]. For this reason, UCBT was initially restricted to paediatric patients. Second, myeloid reconstitution is slower following UCBT and engraftment is delayed [2, 5, 11, 12]. Third, opportunistic infections (OI) are a major cause of morbidity and mortality, particularly in the initial 100 days following UCBT [2, 13, 14]. Finally, the incidence of leukemic relapse (approximately 20 % at 2 years) and GvHD (approximately 20 % of acute and chronic GvHD) impacts overall survival, even though these complications are less frequent than following BMT [6, 15, 16]. Hence, key challenges remain to overcome these limitations that 
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include the development of novel immunotherapeutic strategies to improve engraftment and decrease the incidence of leukemic relapse without increasing the frequency or the severity of the GvHD. This review examines the properties of T cells and NK cells, with particular emphasis on their influence in engraftment, control of OIs, acute GvHD, and the graft versus leukemia (GvL) effect in paediatric UCB transplanted patients. 
 
Reconstitution of T lymphocytes and NK cells following UCBT 
Previous studies on bone marrow and peripheral blood transplant recipients have established that rapid lymphocyte recovery is associated with better outcome [17-21]. In children, lymphoid reconstitution following UCBT resembles that which follows BMT [22-24] and is positively influenced by the CD45+ cell dose contained in the UCB units [25]. The phenotype of NK cells from UCB is different from that of their adult counterparts (Table 2): they express low levels of ICAM-1, CD161, CD57, CD8, and killer immunoglobulin-like receptors (KIR), and higher levels of NKG2A, IFN-γ, granzyme B and perforin. HLA-E is the ligand of NKG2A, HLA-C1 is a functionally-important ligand of KIR2DL2 and KIR2DL3, HLA-C2 is recognized by KIR2DL1, and HLA-Bw4 is recognized by KIR3DL1 [26, 27]. UCB-derived NK cells are highly responsive to stimulation by IL-2, IL-7, IL12, IL-15, and IL-18. They possess high proliferative capacity but low cytotoxicity in absence of these cytokines [28, 29]. UCB NK cells undergo extensive homeostatic expansion (HE) and their counts reach normal levels as early as 1 month post-transplantation [10, 20, 22, 30, 31]. They may represent up to 80% of peripheral blood lymphocytes during the first 100 days post-transplant (Figure 1). Early NK cell recovery is characterized by a transient predominance of CD56bright lymphocytes (precursors of CD56dim NK cells). These cells preferentially 
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express inhibitory receptor NKG2A, are poorly cytolytic, but possess a high potential for production of cytokines, including interferon-γ (IFN-γ) [30, 32-34]. Functional CD56dim KIR+ NK cells then emerge that can express both perforin/granzyme and Fas/FasL-mediated cytotoxic activity [24, 35]. Overall, NK cell recovery following UCBT is generally rapid and complete in quantitative and qualitative terms.  
 
UCB T cells are predominantly of a naïve phenotype and their repertoire is fully diversified (Table 2) [36, 37]. In lymphodepleted hosts, the overwhelming majority of T cells that emerge during the first 100 days post-UCBT are peripherally-expanding graft-derived T lymphocytes (Figure 1). By itself, HE in lymphopenic recipients generates a narrow T cell repertoire with skewed distribution of T cell receptor (TCR) β chain CDR3 length. Normal levels of clonal diversity are never attained before the initiation of thymopoiesis [38, 39]. Furthermore, HE leads to the differentiation of naïve T cells into terminally-differentiated effectors (EMRA; CD3+CD45RA+CCR7-) that display significant cytotoxic activity but an enhanced susceptibility to apoptosis [37, 40]. This contrasts with the largely « memory-like » phenotype (CD3+CD45RO+) of T cells observed early on following BMT [38, 41, 42]. Moving forward from the 100-days window, naïve CD3+CD45RA+CCR7+ T cells become progressively more prevalent, as a second wave of T cells repopulate the periphery as a result of de novo thymopoiesis (Figure 1). Thymus-dependent T cell reconstitution is gradual and the numbers of thymus-derived T cells usually do not reach normal range until 9 months following UCBT, although normal proliferative responses to mitogens are typically reached at 6 months [11]. In the absence of significant GvHD, this pathway leads to the restoration of a functional T cell compartment, with full repertoire diversity generally achieved within 1 year in paediatric recipients [23, 24, 39, 43, 44, 45, 46]. Interestingly, 
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Talvensaari et al. observed that greater TCR repertoire diversity was attained in UCBT recipients as compared with BMT recipients 2 years after transplant [43]. This could be related to the fact that lymphoid, myeloid and endothelial progenitors present in UCB differentiate more efficiently than their BM counterparts, leading to efficient thymopoiesis and qualitative improvements in the peripheral T cell repertoire [44, 47-50]. Thus, while early T cell reconstitution following UCBT is qualitatively different in terms of subset composition, as compared to what is observed after BMT, both HSC sources generally lead to the generation of a diversified T cell compartment in the long term. 
 
Involvement of T and NK cells in engraftment and graft failure. 
Efficient immune reconstitution requires engraftment of donor-derived HSC and their maintenance in the graft recipient. Graft failure may result from lack of initial engraftment and/or from the loss of donor cells subsequent to engraftment (graft rejection). Engraftment failure is usually a direct consequence of low cellular dose, including lymphocytes [2, 8]. As the majority of UCBT involve HLA mismatch and low HSC dose, engraftment (measured by neutrophil and granulocyte reconstitution) is delayed and graft failure is a comparatively frequent complication (10-15% following UCBT versus 1-2% following BMT) [6, 15]. Moreover, the effect of HLA mismatch is most detrimental when graft cell dose is low [6, 15]. Increasing the cellular dose by transplanting double, partially matched UCB units leads to significant improvements in hematologic recovery in older children and adults even if immune reconstitution remains problematic [51-55].  
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In contrast, graft rejection is an active process that leads to the elimination of donor cells following their recognition as non-self (recognition of HLA and/or minor histocompatibility antigens [mHAg]). T lymphocytes and NK cells from the recipient can actively impair the engraftment of donor HSC and part of the conditioning regimen aims to deplete recipient lymphocytes to avoid graft rejection [56, 57, 58]. Anti-thymocyte globulin (ATG) is often administered as part of the conditioning regimen to deplete recipient T cells [50]. Meanwhile, T lymphocytes and NK cells from the donor have a positive impact on engraftment, as both total nucleated cell dose and CD45+ cell counts are predictive of the kinetics of myeloid engraftment following UCBT [2]. In mice, infusion of activated NK cells early after BMT is associated with faster engraftment and decreased rates of graft failure [59-61]. This effect has been attributed to the cytotoxic activity of NK cells directed against recipient hematopoietic cells. NK cell cytotoxicity is triggered when inhibitory KIR no longer recognize the presence of self HLA class I at the surface of potential target cells [62]. Work on mouse models and clinical studies alike demonstrated that when KIR and KIR ligands are mismatched, alloreactive donor NK cells facilitate engraftment by killing recipient antigen presenting cells (APCs) and T cells that survived the conditioning regimen [63]. Hence, donor NKs can improve the rate of successful engraftment and accelerate its kinetics following HSCT. Whether such an effect can be observed in humans in the context of UCBT is presently unclear [64, 65]. Indeed, Willemze et al. reported no beneficial effect of KIR-ligand mismatch on engraftment or chimerism following UCBT [64]. Nevertheless, UCB NK cells are competent to trigger alloreactive cytotoxicity, as baseline expression levels of granzyme B and perforin ex vivo are higher in UCB NK cells as compared to adult NK cells and levels of IFN-γ production are similar. While cytolytic activity displayed by fresh non-stimulated UCB NK cells is significantly inferior to that of adult NK cells (Table 2) [65], this activity can be readily restored by stimulation with IL-2, IL-12 and IL-15 and is enhanced by direct cell-
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surface binding of ATG [66-70]. Moreover, ex vivo expansion with IL-2 enables UCB NK cells to form lytic immunological synapses [71]. Thus, KIR-KIR ligand mismatch protocols and/or pre-treatment of the UCB graft or isolated lymphocyte subsets with cytokines could represent potential immunotherapeutic means to improve both the rate and the kinetics of engraftment following UCBT.  
  
CD3+ and CD8+ T cell doses in the graft were positively correlated with engraftment in UCBT recipients [72, 73]. Similar to NK cells, T lymphocytes of donor origin contribute to the prevention of graft rejection by depleting residual immunological effectors in the graft recipient, leading to efficient establishment of complete donor chimerism that eases achievement of full immune recovery [74]. T cells also facilitate engraftment at and beyond the level of HSCs, an effect that could involve T cell-derived cytokines, cell-to-cell contact, and/or stimulation of HSC differentiation [74-77]. HLA-A and HLA-B play a central role in antigen recognition by CD8+ T cells [78]. Engraftment can be accelerated by matching recipients for the donor’s non-inherited maternal HLA antigens (NIMA), suggesting that NIMA-specific T cells present in UCB are activated upon re-exposure to cognate antigen in the recipient, though the mechanism(s) involved must be further investigated [79]. On the other hand, T cell function depends on antigen specificity and can be deleterious. Muller et 
al. recently reported that mature T cells specific for a minor antigen present in the graft inoculum delayed HSC engraftment [80]. However, this would be unlikely to occur in UCBT, where the large majority of T lymphocytes display a naïve phenotype. Because the capacity of T cells and NK cells to facilitate engraftment largely depends on the numbers of cells transferred into the recipient [6], new strategies to improve UCB engraftment should 
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involve treatments that selectively eliminate host immune effectors while sparing donor-derived T and NK cells. 
 
T cells, NK cells and the control of opportunistic infections. 
UCBT is associated with increased risks of OI, accounting for > 50% of the mortality following UCBT in children, with the majority of events occurring within the 100-days window [2, 14]. Beyond this point, OI-related mortality in UCBT recipients equates that observed in HLA-matched or one-mismatch BMT recipients [2, 14]. Hence, procedures aimed at reducing OI-associated morbidity and mortality should principally target the 100-days window [81]. Bacteria are frequent causes of OI after UCBT and risks are higher in patients with graft failure, highlighting the importance of proper immune reconstitution [14, 82] (Figure 1). Viral infections with cytomegalovirus (CMV) and Epstein-Barr virus (EBV) are particularly prevalent in the immediate post-transplant period. Up to 20% of UCBT recipients experience CMV infections associated with unfavorable outcomes in the first 6 months post-transplant, a higher proportion than that observed following BMT [83]. UCBT recipients are also at higher risk of developing adenoviral infections [84]. In addition, 
de novo infection or reactivation of varicella zoster virus (VZV) occurs in as much as 63% of UCBT recipients, and takes place more frequently--and later--than following BMT [85, 86]. UCBT recipient with rapid recovery of absolute lymphocyte counts have a lower risk of OIs, highlighting the role of lymphocytes in fighting infection [82, 87]. However, comparative studies suggest that there is no significant difference in the incidence of severe fungal infections among children following UCBT or BMT [14, 82], suggesting that immunological 
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impairment of the T cell compartment observed following UCBT is restricted to specific components of the T cell repertoire. 
 
Higher NK cell doses in BM or peripheral blood grafts were associated with decreased incidence of viral OIs [88, 89]. Given the rapid functional NK reconstitution following UCBT, an efficient NK-mediated control of viral infections would be expected in UCBT recipients. However, while KIR-ligand mismatch generally has a positive effect on outcome of allogeneic HSCT, two recent studies on comparatively large series showed increased frequency of OI-related mortality in KIR-ligand mismatched UCBT recipients, a difference which in one case reached statistical significance [64, 65]. Thus, efficient NK cell recovery in a KIR-mismatched context may in fact aggravate OI-associated outcomes, perhaps via destruction of host APCs and/or interference with T cell recovery (competition for growth factors). 
 
100 days roughly corresponds to the time required for T cells generated de novo via thymopoiesis to become detectable in transplanted subjects. Similar to what is observed in BMT, UCB-derived T cells could theoretically provide protection against OIs during the time required for emerging post-thymic T cells to begin replenish the peripheral pool. In a longitudinal analysis of T cell responses to Herpes simplex virus (HSV), VZV and CMV in children with malignancies over the first 4 years post-UCBT, Cohen et al. reported that 43 % of UCBT recipients developed T cell responses against 1 or more of these pathogens during the 100-days window, and that the presence of these responses decreased the likelihood of OI-related mortality in UCBT recipients [90]. These results indicate that naive T 
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lymphocytes transferred in the UCB graft can give rise to antigen-specific T cell-mediated immunity before thymic recovery. However, the protection afforded by these inoculum-derived T cells is not entirely effective. One possible explanation is that HE of UCB-derived T lymphocytes during immune reconstitution leads to the formation of a skewed T cell repertoire with limited responsiveness against newly-encountered antigens. Increased expression of programmed death 1 (PD-1) could also be responsible for functional impairment of T lymphocytes. This was observed in CMV disease following allogeneic HSCT, consistent with apoptosis and/or clonal exhaustion of graft-derived CD4+ and CD8+ T cell effectors [91, 92]. Finally, the higher incidence of VZV disease following UCBT versus BMT and its delayed presentation (i.e. past the 100-days window) are puzzling. It is possible that the late manifestations of VZV-associated OIs reflect the role of T lymphocytes in the pathogenesis of Herpes zoster as opposed to a problem related to functional reconstitution of the T cell compartment per se [84, 85]. Indeed, T cells can be productively infected with VZV and are thought to mediate transfer of the virus from the dorsal root ganglia to other peripheral sites during cutaneous and visceral VZV dissemination [93-98]. 
 
In summary, the incidence of OIs is high during the first 100 days post-UCBT despite early and functional NK recovery. This highlights the limited participation of NK cells in antiviral defences, even in the context of KIR mismatch. The relative antiviral efficacy of UCB-derived T lymphocytes observed in some patients provides experimental support for the development of strategies to improve protection against OIs by exploiting the antimicrobial potential of UCB T cells. In particular, protocols based on adoptive transfer of T cell lines or clones to protect HSCT recipients against common OI-associated pathogens during the early 
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post-transplant period have achieved a measurable degree of success [99-104]. Approaches aimed at accelerating T cell reconstitution should likewise be investigated.  
 
Involvement of T and NK cells in GvHD. 
Acute GvHD develops in 3 phases: a) host tissues are damaged by inflammation resulting from conditioning regimens; b) recipient and donor-derived APCs and inflammatory cytokines trigger activation of donor-derived T cells, which expand into differentiated effectors; and c) activated donor T cells mediate cytotoxicity against host target cells (Figure 2) [105, 106]. Acute GvHD is thought to represent a Th1/Tc1 type of immunopathology based on the predominance of cytotoxic T lymphocyte (CTL)-mediated tissue injury and of increased production of Th1 cytokines, including IL-2, IL-12, and IFN-γ [107]. All UCBT recipients receive GvHD prophylaxis (typically cyclosporine A and/or methotrexate and methylprednisolone). However, while efficient at preventing GvHD, these pharmaceutical agents impair the functional reconstitution of T cells and may have an impact on engraftment and on the incidence of opportunistic infections and leukemic relapse [108, 109]. In the first 100 days post-transplant, incidence and severity of acute GvHD are lower in paediatric UCBT recipients as compared to recipients of HSCT from unrelated donors, in spite of higher levels of HLA mismatch in UCBT [5, 110, 111]. This observation may simply be related to the ~1 log10 lower nucleated cell dose used in UCBT. The overwhelming majority of T lymphocytes present in UCB are naïve, show little baseline cytotoxicity, and exhibit atypical functional properties. Indeed, they secrete lower levels of IL-2, IL-4, IL-10 and IFN-γ in vitro, and express lower levels of granzyme and perforin, molecules that are hallmarks of TH1 responses [112, 113]. Based on their production of high levels of IL-13, 
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UCB T cells also exhibit an anti-inflammatory TH2/TC2 bias [114]. Following mitogen stimulation, a larger proportion of UCB-derived T cells express a terminally-differentiated phenotype (CD45RA+CCR7-CD27-) and a lower proportion exhibits bifunctional properties (i.e. cytolytic activity and IFN-γ production) than T cells derived from adult blood [37]. In addition, when placed in an HLA-mismatched context, UCB CD8+ T cells display reduced functionality following antigenic stimulation (i.e. clonal exhaustion, reduced cytolytic activity and IFN-γ production) [37]. Finally, regulatory T cells present in the UCB could also contribute to the suppression of alloreactivity [115-117]. Thus, variant phenotype and biological functions of UCB-derived T lymphocytes are compatible with the reduced incidence of acute GvHD observed following UCBT. 
 
NK cells are thought to play a beneficial role in the prevention of GvHD. In mice, adoptive transfer of IL-2-activated NK cells early after transplant inhibits GvHD, and this protective effect is dependent on TGF-β [118]. Consistent with this, Ruggeri et al. showed that infusion of donor NK cells eliminates recipient APCs, effectively limiting T cell activation that would ultimately lead to GvHD [63]. Recently, Olson et al demonstrated in a mouse model that NK cells prevented GvHD by directly inhibiting and/or killing autologous activated alloreactive T cells [119]. Clinical studies have tried to take advantage of this property of NK cells by mismatching KIR and KIR ligand between donors and recipients, leading to a clear reduction in the incidence of GvHD following BMT in adults [63]. However, two recent clinical trials failed to find such a beneficial impact of KIR-ligand mismatch in UCBT [64, 65]. In fact, Brunstein et al. even established that it led to a significantly higher incidence of grade III-IV acute GvHD following reduced intensity conditioning [65]. These adverse events were accounted for by the large variety of underlying diseases, by the use of double UCBT in this 
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particular study group, and/or by the fact that only one-third of the subjects received ATG as part of their conditioning regimen, suggesting that KIR-ligand mismatch-mediated inhibition of GvHD was at least partly dependent on T cell depletion [120]. Other possible explanations include: a) preferential expansion of NK cells in presence of T cell depletion leading to NK-mediated alloreactivity and reduced incidence of GvHD; and b) expression of KIR ligands by certain T cell subsets leading to increased GvHD in absence of T cell depletion. Additional studies will be required to sort out these alternatives.  
 
Roles of T and NK cells in GvL. 
Given that subjects transplanted with UCB receive 1 log10 fewer lymphocytes than BMT recipients, that the vast majority of UCB T cells are naïve, and that the incidence of GvHD is lower after UCBT, concerns were raised regarding the ability of UCB-derived lymphocytes to mediate GvL reactions. In fact, the risk of leukemic relapse is equal or even lower in UCBT 
versus BMT recipients [6, 15, 121]. Factors associated with relapse after UCBT include recipient CMV seropositivity [6], 6/6 donor-recipient HLA match [2] and delayed recovery of antiviral immune responses [122], all of which suggest active participation of T and/or NK cells in GvL.  
 
Both CD4+ and CD8+ T cells can mediate Ag-specific cytotoxicity directed against leukemic cells. They recognize three classes of Ag: a) broadly-expressed mHAg [123, 124]; b) mHAg that are uniquely expressed by cells of the hematopoietic lineage; and c) leukemia-specific Ags (LSA), such as Wilms’ tumor-1 (WT-1), preferentially expressed Ag of melanoma (PRAME), or fusion proteins (e.g. BCR-ABL) [125-128]. UCB is comprised of a diversified T 
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cell population that may include mHAg-specific T cells (Figure 3) [129]. Evidence that T cells are implicated in GvL initially stemmed from the fact that full donor T cell chimerism is crucial for preventing relapse [130, 131]. Moreover, Cohen et al. reported that patients exhibiting herpes virus-specific proliferative T cell responses at any time in the first 3 years following unrelated UCBT had a lower incidence of leukemic relapse and a higher overall rate of survival [90]. In addition, matching for NIMA was associated with reduced incidence of UCBT-related mortality and post-transplant relapse, suggesting that UCB T cells recognized and killed recipient leukemic cells [79]. While UCB T cells may protect against leukemic relapse in the early post-transplant period, their contribution to GvL is expected to increase over time as a result of thymic reconstitution. Together, these data indicate that improvement of T cell reconstitution should lead to improvements in outcome. The development of methods to selectively expand, activate, and use antitumoral T cells derived from UCB as components of adoptive immunotherapeutic regimens continues to be actively pursued [101, 132-136]. As immunotherapy shows optimal efficacy when residual malignancy is minimal, adoptive transfer of UCB-derived T cells should be performed early during the post-transplant period.  
 
One limitation of T cell-mediated antitumoral immunity resides in the capacity of cancer cells to down-regulate cell surface MHC class I expression, leading to reduced target cell recognition by CD8+ T lymphocytes. Fortunately, this process sensitizes tumour cells to NK-mediated killing (Figure 3A). Alloreactive NK cells can kill various types of leukemic cells, including acute myeloid leukemia (AML), chronic myeloid leukemia (CML), and several types of myeloma [137]. However, in vitro studies showed that tumour cells from acute lymphoblastic leukemia (ALL), the most common tumour of hematopoietic origin in 
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children, resist NK cell cytotoxicity [138]. Resistance is associated with lack of leukocyte function-associated antigen 1 (LFA-1) expression at the surface of leukemic cells and with reduced expression of MICA/MICB, two ligands of activating receptor NKG2D (Figure 3B) 
[139]. Strategies to enhance expression of MICA and MICB on leukemic cells (chromatin remodelling) or stimulatory receptors on NK cells (genetic modification of primary NK cells) were tested to counteract this resistance [140, 141]. KIR-KIR-ligand mismatch was also attempted to enhance the GvL potential of NK cells in HSCT recipients (Figure 3A). In the Eurocord-Netcord study, based on 218 children with acute leukemia, NK cell-mediated alloreactivity in unrelated UCBT was associated with significantly reduced incidence of relapse and heightened leukemia-free survival [64]. In contrast, Brunstein et al. showed that KIR-ligand mismatch had no significant effect on the relapse rate and overall survival following UCBT that involved myeloablative or reduced-intensity conditioning regimens 
[65]. Once again, T cell depletion (mediated by ATG) was a sine qua non condition to set NK-mediated GvL in motion (Figure 3B and Figure 4). Interestingly, Dalle et al demonstrated that ATG binds directly to NK cells and increases their production of IFN-γ [67]. A higher nucleated cell dose in the graft and the absence of memory T cells were also associated with improved effectiveness of KIR-ligand mismatch to prevent leukemic relapse [142-145]. These data suggest that lack of competition by T cells for growth factors (IL-2, IL-7, and IL-15) leads to enhanced NK-mediated GvL following UCBT (Figure 4). NK alloreactivity was also documented in HLA-identical donor-recipient pairs without KIR-ligand mismatch, indicative of the possible involvement of other pathways of NK cell activation [145-147]. On the whole, NK cells appear to exert their major anti-leukemic effect during the first 3 to 6 months post-transplant, when competition by T cells for cytokines is minimal. UCB-derived NK cells can be expanded up to 20-fold ex vivo and differentiate into mature cytolytic cells 
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that could be potentially useful as an immunotherapeutic modality aimed at preventing leukemic relapse via enhancement of GvL [148, 149, 150]. 
 
 
CONCLUDING REMARKS 
UCB has gained widespread acceptance as a source of progenitor cells for HSCT, but many challenges remain. Engraftment must be improved, the incidence of graft failure has to be reduced, and myeloid and neutrophil reconstitution must be accelerated (Figure 4). One obvious means by which this could be achieved would be to increase cell dose. Since 2005, transplantation of double UCB units has been used to treat older children and adult patients in absence of fully matched BM donors [54]. Interestingly, only one of the two UCB units usually engrafts. Factors affecting the engraftment of one unit are not clearly established although the process appears to be influenced by the comparative degree of preservation and viability of CD34+ HSCs and by CD8+ T cells derived from the engrafting unit responding against the non-engrafting unit [151]. This recent observation emphasizes the importance of donor lymphocytes for achieving successful engraftment. Double UCBT is a promising approach to increase cellular dose. Further studies are needed to verify a possible increase risk of GvHD [54] and decreased risk of leukemic relapse [56]. 
 
Another serious challenge relates to the comparatively high incidence of OIs following UCBT. In theory, the absence of memory T cells in the UCB graft should represent a real handicap when rapid and optimal adaptive immune responses need to be mobilized. In 
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practice, a number of studies have now established that UCB-derived T lymphocytes are not intrinsically « immature » but are instead capable of mounting effective cytotoxic T cell responses in a variety of settings [37, 129, 152-154]. Novel strategies to expand and/or promote the maturation and differentiation of UCB-derived T lymphocytes have shown promise for the control of « early » virally-associated OIs (EBV, CMV, adenovirus) during the 100-days high-risk window [101, 102]. Analogous procedures could be developed for dealing with « late » OIs such as VZV. Moreover, alternatives to ATG conditioning that would spare UCB-derived virus-specific T cells should be further explored.  
 
Incidence of acute GvHD is comparatively low following UCBT, but it remains a clinically significant complication of the procedure. Leukemic relapse is also a major concern. Donor-recipient KIR and/or NIMA mismatch should continue to be examined as a possible means to benefit from the properties of NK cells and T cells that are associated with the prevention of GvHD and with effective GvL. Another area of research that should be intensely explored concerns the relative impact of matching specific HLA class I and class II loci on UCBT-related complications and outcome, together with its influence on NK cell and T cell function. The generation of UCB-derived anti-leukemic T cells and their storage for future use also represents a promising approach to improve UCBT outcomes in the high-risk window. 
 
 In the context of paediatric UCBT, T cells and NK cells fight on different frontlines. Whereas the control of « early » and « late » OIs is primarily mediated by UCB-derived and de novo generated T cells, NK cells contribute chiefly to the prevention of both leukemic relapse and 
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acute GvHD. The complementarity between these two cell subsets should be taken advantage of in the context of novel, integrated immunotherapeutic strategies aimed at improving engraftment, accelerating immune reconstitution, and mitigating complications in UCB transplanted patients. 
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LEGENDS TO TABLES AND FIGURES 
Table 1: Advantages and disadvantages of umbilical cord blood transplantation 
compared to other sources of hematopoietic stem cells. 
HLA: human leukocyte antigen; GvHD: graft versus host disease; DLI: donor lymphocyte infusion. 
 
Table 2: Properties of T cells and NK cells from umbilical cord blood as compared to 
cells from adult peripheral blood. 
NK: natural killer cells; Gr: granzymes; GrB: granzyme B; ICAM-1: inter-cellular adhesion molecule 1; IFN-γ: interferon gamma; Th2/Tc2 T helper and T cytotoxic type 2; NFATc2: nuclear factor of activated T cells, cytoplasmic 2. 
 
Figure 1: Kinetics of immune reconstitution and transplant-related complications in 
children following umbilical cord blood transplantation. 
The post-transplantation period can be divided in 3 phases. The pre-engraftment period (phase I, days 0-30) is characterized by general immunosuppression (i.e. depletion of lymphocytes in the recipient by anti-thymocyte globulin [ATG]), neutropenia, low platelets counts, and high susceptibility to fungal infections. Host residual antigen-presenting cells progressively disappear during phase I. Massive proliferation leads NK cells to reach normal levels within one month post-transplantation. They may represent 80% of the recipient’s peripheral blood lymphocytes during the post-engraftment period (phase II; days 30-100). 
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During phase II, patients experience high susceptibility to bacterial infections, viral infections (i.e. cytomegalovirus [CMV]), and acute graft-versus-host disease (GvHD). Some umbilical cord blood T cells are believed to persist in the recipient and proliferate through homeostatic expansion. This period culminates with the de novo generation of T cells through thymopoiesis and the end of the 100-days high-risk window. The late phase (phase III) is characterized by a higher incidence of varicella-zoster virus (VZV) infection/reactivation and a progressive reconstitution of B cell and T cell subsets that can reach normal levels at 6-9 months post-transplant. 
 
Figure 2: Contrasting role of T cells and NK cells in the physiopathology of acute graft-
versus-host disease following umbilical cord blood transplantation. 
The physiopathology of acute GvHD is relatively well understood. Acute GvHD occurs rapidly after HSCT (i.e. during the first 100 days). This period is characterized by a state of immune reactivity promoted by conditioning-induced lymphopenia, which damages host tissues and initiates a « cytokine storm » (Step 1). This in turn activates the recipient’s dendritic cells (Step 2) that migrate into draining lymph nodes where they present antigens and activate donor CD4+ and CD8+ T cells. These are the major effectors of acute GvHD as they directly lyse host cells (Step 3). In contrast, NK cells prevent acute GvHD by eliminating recipient dendritic cells. The lower incidence and severity of acute GvHD following UCBT is generally attributed to the lower alloreactivity of UCB T cells. Rapid emergence of functional NK cells following UCBT concomitantly with T cells lymphopenia may also contribute to the lower incidence of acute GvHD.  
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Figure 3: Involvement of T cells and NK cells in the graft-versus-leukemia effect. 
Both T and NK cells are critical for the prevention of leukemic relapse. In A, residual ATG and GvHD prophylaxis impair T cells reconstitution during the first 100 days post-transplantation. T cells do not compete with NK cells, which find the necessary cytokines to support their proliferation and activation. Donor-derived NK cells kill residual recipient DCs, interfering with T cell-mediated GvL. NK cells anti-tumoral cytotoxicity is further enhanced in the context of a donor-recipient KIR-KIR ligand mismatch and/or when leukemic cells lack MHC-I but express MICA/MICB at their surface. In B, following 100 days post-transplantation, reconstituted T cells compete with NK cells for key cytokines (i.e. IL-2, IL-7, IL-12, IL-15). NK cells no longer kill autologous donor-derived DCs presenting tumour Ags, which can efficiently prime T cells. MHC-I-expressing leukemic cells are recognized and killed by primed T cells. KIR: killer immunoglobulin-like receptor; ICAM-1: inter-cellular adhesion molecule 1; DC: dendritic cells; MHC: major histocompatibility complex; LFA-1: leukocyte function-associated antigen 1; UCB: umbilical cord blood; ATG: anti-thymocyte globulin. GvL: graft-versus-leukemia effect. 
 
Figure 4: NK cells, T cells and outcome of umbilical cord blood transplantation. This figure highlights the complementary and contrasting roles of NK cells and T lymphocytes in graft failure, immune reconstitution, opportunistic infections, GvL, and GvHD. When T cells are present, they compete for IL-7 and IL-15, limiting their availability for NK cells. Alternative conditioning (less severe depletion of T lymphocytes), efficient thymopoiesis and expression of MHC-I on leukemic cells favour the development of T cell-mediated immunity. T cells may prevent graft failure, promote immune reconstitution, protect against 
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opportunistic infections and leukemic relapse. However, they may induce GvHD. Following UCBT, equilibrium shifts towards NK cells. Indeed, the T cell lymphodepletion triggered by the use of anti-thymocyte globulin (ATG) and the absence of memory T cells in the graft enable NK cells to find required cytokines in sufficient amounts. Moreover, lack of MHC-I expression on leukemic cells and KIR-KIR ligand mismatch are favourable conditions for NK-mediated alloreactivity while being detrimental to T cell function. The presence of efficient alloreactive NK cells may prevent graft failure, improve immune reconstitution, fight leukemic relapse and prevent GvHD. On the other hand, NK cells are incapable of preventing opportunistic infections and KIR-KIR ligand mismatch may even aggravate OI-related mortality. Immunotherapy based on the presence of these cells in the recipient or on their in vitro expansion should favour GvL without inducing GvHD. However, the relative inefficacy of NK cells at fighting off OIs argues for the use of immunotherapeutic modalities based on T lymphocytes, at least as long as GvHD can be kept under control.  
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Table 1. Advantages and disadvantages of umbilical cord blood compared to other 
sources of hematopoietic stem cells. 
Advantages Disadvantages 
Easier practical organization of transplant Limited numbers of hematopoietic 
progenitor cells 
Absence of risk for the donor Higher incidence of graft failure 
Improved ethnic balance Delayed engraftment 
Allows greater donor-recipient HLA 
disparity 
Slower myeloid reconstitution 
             
Lower incidence and severity of GvHD DLI from the same donor is not possible 
Lessened incidence of graft contamination 
with viruses 
Increased infectious morbidity in the first 
100 days post-transplant  
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Table 2. Properties of T cells and NK cells from umbilical cord blood as compared to 
cells from adult peripheral blood. 
 
 
 NK cells T cells 
Number and frequency Frequency is higher (25% 
versus 8%) 
Similar frequency, higher 
CD3 expression 
Phenotype Lower ICAM-1 and CD161 
expression 
Fewer L-selectin+ cells 
Lower CD8 and CD57 
expression 
Naïve CD45RA+ CD62L+ 
CD27+ CCR7+ 
 
 
       
Proliferation and/or 
apoptosis 
Lower to similar levels of 
proliferation ex vivo 
 
        
Enter apoptosis more 
readily 
Higher telomerase 
expression 
Cytokine production Lower to similar levels of IFN-γ 
production 
TH2/TC2 bias 
Lower production of IL-2, 
IL-4, IL-10 and IFN-γ 
Higher production of IL-13 
Cytotoxic potential Higher expression of GrB and 
perforin 
Lower levels of ex vivo 
cytotoxicity 
Lack of Gr and preforin 
secretion 
Lower NFATc2 expression 
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